Mise au point d’un immunocapteur pour le diagnostic infra-clinique de la maladie parodontale en prothèse fixée : validation d’un protocole de fonctionnalisation d’une surface d’or pour la détection des interleukines 6 et 8 dans le fluide gingival by Thioune, Néné
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INTRODUCTION GÉNÉRALE 
 
La réalisation d’une prothèse consiste en la mise en place d’un élément artificiel 
étranger à un organisme dans le but de restaurer l’ensemble des fonctions initiales de l’organe 
(ou des organes) remplacé(s) tout en respectant les tissus environnants. Les concepts en 
prothèse dentaire fixée ont considérablement évolué ces dernières années. L’évolution des 
techniques de collages et des matériaux prothétiques notamment des céramiques, a mis en 
avant des principes de préparation à minima (moindre mutilation de la dent) avec des 
matériaux aux capacités de biocompatibilité augmentées. Malgré cette évolution, il subsiste 
encore des situations cliniques où la nécessité de conserver un parodonte sain ou assaini 
amène le praticien à approfondir sa réflexion et à modifier son attitude thérapeutique pour 
permettre l’intégration parodontale de la restauration prothétique. Cette nécessité de 
conservation du parodonte est élargie également au niveau de son évaluation pré, per et post 
prothétique. L’intégration doit impérativement préserver le parodonte sain ou en faciliter 
l’assainissement en cas de pathologie en regard de l’élément prothétique fixé. Elle sous-
entend l’absence de réactions inflammatoires parodontales immédiates ou différées en regard 
de cette prothèse d’où l’intérêt de la mise en œuvre de moyens de contrôle et/ou d’évaluation 
de la santé parodontale avant, pendant et après la pose de restauration fixée. La destruction du 
parodonte a des conséquences importantes sur le plan fonctionnel (douleurs, mobilités 
dentaires, diminution des fonctions masticatoires et phonatoires) et sur le plan esthétique 
(rétraction de la gencive, migrations dentaires, etc.) et peut conduire à la perte dentaire 
prématurée. La forte prévalence des maladies parodontales, leurs conséquences cliniques et 
les coûts importants liés à leurs traitements ou à ceux de leurs séquelles en font un problème 
de santé publique de manière générale et en particulier en dentisterie restauratrice prothétique 
(13). Pendant des années, le diagnostic (a posteriori) des affections parodontales se basait sur 
les mesures cliniques et radiographiques, qui restent encore la base de l’approche courante. 
L’analyse des concepts actuels en parodontie met l’accent sur les limites de ces paramètres 
cliniques et radiologiques pour établir un diagnostic parodontal précis. Il semble 
indispensable aujourd’hui de pouvoir diagnostiquer l’affection parodontale d’une façon 
précoce, rapide et non invasive qui permettra non seulement d’établir notre plan de traitement 
prothétique global mais également de faire le pronostic de la future prothèse.  
L’analyse du fluide gingival représente l’approche la plus pratique dans l’évaluation 
de la réponse de l’hôte dans la pathologie parodontale. En face de restaurations susceptible de 
représenter une agression tels que la prothèse fixée, la présence de certains médiateurs dans le 
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fluide gingival est associée avec une augmentation du risque de l’activité de la maladie (99). 
Ce fluide est un exsudat inflammatoire retrouvé dans le sillon gingival (60). Parmi les 
nombreux médiateurs de l’inflammation qu’il contient, certaines cytokines telles que les 
interleukines 8 (IL-8) (26, 81) et 4 (IL-4) (117, 171) ont été proposées en tant que 
biomarqueurs potentiels pour le pronostic ou le diagnostic de l’inflammation parodontale.  En 
effet, leur détection à des stades précoces permettrait d’anticiper l’apparition des signes 
cliniquement décelables. C’est dans ce contexte particulier qu’intervient les nanotechnologies 
notamment avec des dispositifs tels  que les biocapteurs. Un domaine de prédilection des 
capteurs concerne la biologie et surtout le diagnostic. Les nouveaux moyens de détecter des 
molécules « marqueurs de pathologie » représentent ainsi un enjeu considérable. Parmi les 
techniques possibles, l’ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) est une technique 
diagnostique de référence couramment utilisée dans les laboratoires d’analyses médicales. 
Mais cette technique, bien que très sensible et fiable, reste longue, laborieuse et très 
complexe. Partant de ce constat, les biocapteurs sans marquage connaissent un essor 
important dans la biodétection, la transduction par résonance plasmonique de surface (SPR) 
(151) et par microbalance à quartz (QCM) sont les plus abouties. Les biocapteurs sont de 
petits appareils de détection constitués d'un élément de reconnaissance biologique immobilisé 
sur une surface de transduction (29). Ces dispositifs sont largement utilisés pour détecter et 
quantifier plusieurs types de cibles telles que des toxines, des bactéries ou des polluants, à 
condition que les anticorps spécifiques soient disponibles (21). Ces systèmes offrent la 
possibilité par un moyen optique ou électromécanique, de convertir directement une 
information biologique en une donnée physique. 
L’essentiel du défi dans le domaine des biocapteurs est la sensibilité qui dépend 
considérablement de la quantité d'anticorps immobilisés et de leur accessibilité (14, 86). En 
raison de sa conductivité, sa réflectivité et  sa fiabilité, l'or est souvent utilisé comme surface 
de transduction. 
L’objectif général de ce travail est la conception d’un biocapteur en vue de détecter 
des molécules marqueurs de l’inflammation  parodontale tels que les interleukines après la 
pose d’une prothèse fixée. 
Ce manuscrit s’articule ainsi en cinq chapitres selon des objectifs spécifiques. 
Le premier chapitre est consacré à l’étude bibliographique de l’impact de la prothèse 
fixée sur le parodonte et de la réponse innée inflammatoire au cours de la maladie 
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parodontale, ainsi qu’à la description des méthodes diagnostiques ou d’évaluation de 
l’inflammation. 
Le chapitre suivant est axé sur la présentation des biocapteurs à travers leurs 
caractéristiques propres, telles que leur principe de fonctionnement ou la description de leurs 
différents composants.  
Dans le cadre du développement d’un biocapteur réactif et performant, nous nous 
sommes intéressés dans un premier temps aux nanoparticules comme biocapteur sans 
marquage. Il est montré dans la littérature que ces nanoparticules d’or sont connues pour leurs 
propriétés optiques uniques (31, 56).  Ainsi, les nanoparticules utilisées dans ce travail sont 
des nanobâtonnets d’or (GNRs, acronyme en anglais  de gold nanorods). En effet, ceux-ci 
possèdent une bande d’absorption optique intense dans le visible - la bande de résonance 
plasmon - qui nous a permis de suivre leur état d’agrégation, leur stabilité et leur capacité de 
détection dans un milieu complexe. L’interaction protéines/nanobâtonnets a été suivie par 
spectroscopie d’extinction, et son étude constitue le troisième axe du présent manuscrit. 
Pour la mise au point de biocapteurs, l’étape d’activation d’une surface bioréceptrice 
est cruciale car elle confère à l’appareil de détection toute sa sensibilité et sa spécificité. De ce 
fait, l’essentiel de nos travaux dans le chapitre IV sera axé sur la fonctionnalisation de la 
surface d’or. Il sera suivi par une description des différentes techniques d’immobilisation du 
biorécepteur et des techniques de caractérisation des surfaces utilisées. De telles surfaces 
peuvent être modifiées par formation spontanée de monocouches auto-assemblées mixtes 
(mélange MUA/ MOT) ou simples (PEG). L’optimisation d’un biocapteur dédié à la 
détection de la ribonucléase A, utilisée comme enzyme modèle et sélectionnée pour son faible 
cout et sa facilité d’utilisation, a été effectuée. Pour une utilisation en routine, un biocapteur 
doit être réutilisable et les conditions de régénération des sites de fixation des anticorps 
immobilisés à la surface du biocapteur ont été étudiées. 
Le cinquième chapitre décrit la partie clinique.  La sélection de patients porteur de 
prothèse fixée ainsi que le prélèvement, l’extraction et l’analyse du fluide gingival ont été 
détaillés. L’analyse quantitative du prélèvement  a été réalisée par le test ELISA. La 
spécificité du capteur conçu a été testée avec le fluide gingival.  
Ce manuscrit se terminera par une conclusion générale résumant les faits marquants de 
notre travail et donnant les perspectives de nos recherches. 
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CHAPITRE I : REVUE DE LALITTERATURE  
 
I- IMPACT DE LA PROTHESE FIXEE DANS L’INFLAMMATION 
PARODONTALE 
La réhabilitation prothétique fixée doit permettre de rétablir une fonction et des 
caractéristiques esthétiques optimales, tout en maintenant la santé parodontale. Les deux 
impératifs indispensables à la réalisation d’une prothèse fixée de qualité sont : l’absence 
d’inflammation et l’esthétique, ces deux impératifs étant conciliables par l’utilisation d’un 
biomatériau approprié. Lors des manœuvres prothétiques, l’environnement muco-gingival 
peut subir des agressions entravant de manière directe ou indirecte l’intégrité parodontale. Les 
différentes phases de la réhabilitation prothétique (préparation de la dent, empreinte, pose de 
prothèse provisoire), la nature de la prothèse fixée ou le choix de la limite prothétique sont 
aussi autant d’éléments qui peuvent entrainer une altération du parodonte superficiel (89, 92). 
Il parait évident que cette thérapeutique prothétique peut constituer un acte à risque pour 
l’ensemble du parodonte, et plus particulièrement le parodonte marginal. Une bonne 
connaissance de la relation entre les tissus parodontaux et l’élément prothétique est 
primordiale pour permettre une restauration prothétique de forme, de fonction, et d’esthétique 
adéquate et  d’assurer un confort optimal. 
 Il nous semble donc important de comprendre les mécanismes qui induisent 
l’inflammation et le comportement des tissus parodontaux après la pose de la prothèse pour 
pouvoir mieux les contourner. De ce fait, lors de l’examen clinique, une attention particulière 
doit être portée à la gencive avant la réalisation de toute prothèse fixée. Cet examen doit être 
effectué afin de déterminer l’aptitude du parodonte superficiel à définir une limite 
intrasulculaire ou même juxta- gingival. Ce qui est primordial, quel que soit la position du 
bord prothétique est le maintien de l’intégrité de l’espace biologique. Nous nous sommes 
intéressés particulièrement à une entité importante voire primordiale : la région gingivo-
dentaire qui doit être examinée pendant et après nos restaurations prothétiques fixées, car elle 
peut être le point de départ de toute inflammation. 
L’apparence saine des tissus parodontaux autour de nos restaurations prothétiques 
fixées constitue un gage de succès esthétique, fonctionnel et de confort. Toute thérapie 
prothétique nécessite un parodonte sain ou assaini qui est une condition sine qua non 
préalable dans la réussite du traitement. L’interaction entre le parodonte et la prothèse fixée 
peut se présenter à plusieurs niveaux tels que la situation de la limite cervicale par rapport à la 
gencive marginale, la profondeur de cette limite par rapport à l’espace biologique, les 
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contours de la prothèse ou la réponse inflammatoire du parodonte aux traitements. Ce cadre, 
dit espace biologique a été défini par Garguilo en 1961 (52) comme la région située entre le 
sommet de la crête gingivale et le sommet de la crête alvéolaire. C’est pour cette raison que 
nous allons débuter ce chapitre par un rappel sur le parodonte suivi des conséquences de la 
violation de l’espace biologique et sur la position des différents types de limites cervicales par 
rapport au parodonte marginal. 
 
1-1 Rappels sur le parodonte (voir Figure 1) 
Le parodonte et l’ensemble des tissus qui assurent la fixation et le soutien de l’organe 
dentaire au sein du maxillaire et de la mandibulaire. On distingue le parodonte profond, 
constitué de l’os alvéolaire, du desmodonte et du cément, et le parodonte superficiel composé 
du tissu gingival. 
Le parodonte se compose de : 
 gencive attachée : c'est une gencive kératinisée limitée par le fond du sulcus et 
par la ligne de jonction muco-gingivale. Elle est fermement liée, par un réseau 
de fibres, au périoste de l'os alvéolaire et au cément cervical de la dent. Elle a 
pour rôle de rompre les forces musculaires des muscles du maxillaire et de la 
mandibule vis-à-vis du tissu marginal des dents. 
 muqueuse alvéolaire : elle prolonge la gencive attachée au-delà de la ligne de 
jonction muco-gingivale et recouvre la face interne des lèvres ainsi que les 
joues et le plancher buccal.  Elle est attachée au périoste sous-jacent de façon 
lâche, ce qui permet de ne pas limiter les mouvements des tissus labiaux et 
jugaux. 
 gencive marginale : appelée aussi gencive libre, c'est la partie de gencive 
kératinisée qui borde le sulcus et dessine le pourtour gingival en regard de la 
couronne dentaire. Dans les zones inter-dentaires, elle forme les papilles. 
 sillon marginal : dépression vestibulaire marquant la limite entre la gencive 
libre et la gencive attachée. Ce sillon visible en bouche suit l'aspect festonné du 
parodonte. La hauteur de ce sillon correspond à la profondeur de sondage 
parodontal dans un parodonte sain. 
 sulcus : appelé aussi sillon gingivo-dentaire, il correspond à l'espace virtuel 
situé entre l'émail d'une part et la face interne de la gencive marginale 
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(épithélium sulculaire) d'autre part. Ce sillon, d’une profondeur de 0,5 à 2 mm, 
est mesuré à partir de l’extrémité coronaire de la gencive. 
 épithélium sulculaire : c'est la partie de l'épithélium orienté vers la couronne 
dentaire et qui délimite le mur extérieur du sulcus. 
 papilles : ce sont les parties de la gencive libre qui occupent l'embrasure inter-
dentaire. Elles présentent un aspect pyramidal dans les secteurs antérieurs et en 
double pyramide dans les secteurs postérieurs. Elles sont limitées 
coronairement par les points de contact dentaire et apicalement par la jonction 
amélo-cémentaire. 
 cément : c'est un tissu calcifié d'origine conjonctive entourant la racine dentaire 
et recouvrant la dentine radiculaire. Ni innervé, ni vascularisé, il a pour rôle de 
permettre l'ancrage de la dent dans son alvéole par l'intermédiaire de l'insertion 
de fibres desmodontales de Sharpey. 
 desmodonte : appelé aussi ligament alvéolodentaire, c'est une enveloppe 
fibreuse qui relie la racine de la dent, par l'intermédiaire du cément, aux parois 
de l'os alvéolaire. 
 os alvéolaire : il est composé de deux parties, l'os cortical en périphérie et l'os 
spongieux au centre. Cet os n'existe que par la présence des dents, au-delà on 
parle d'os basal. 
 attache épithéliale (épithélium de jonction) : c'est la première barrière 
physiologique et physique séparant le parodonte profond du milieu extérieur. 
C'est une bande annulaire d'épithélium pavimenteux stratifié non kératinisé 
prolongeant l'épithélium sulculaire et sertissant l'organe dentaire. Celle-ci est 
attachée à l'émail ou au cément de la dent. 
 attache conjonctive : elle fait suite à l'attache épithéliale. C'est un système 
complexe de fibres de collagène s'insérant d'une part dans le cément et d'autre 
part dans le tissu conjonctif de la gencive marginale et permettant donc un 
ancrage mécanique de la gencive sur la dent.  
 ligne de jonction muco-gingivale (LJMG) : cette ligne virtuelle (limite de la 
gencive) correspond à la jonction entre la gencive attachée et la muqueuse 
alvéolaire. Cette démarcation peut être repérée par la mise en tension passive 
des joues et des lèvres. Cette manipulation des tissus environnants permet de 
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visualiser, par différence de mobilité, cette frontière entre la gencive attachée 
immobile et la muqueuse libre mobilisable. 
 
 
Figure 1 : Anatomie de l’organe dentaire 
 
1-2- Respect de l’espace biologique  
Gottlieb en 1921 est l’un des rares auteurs, à faire allusion à une attache épithéliale qui 
se forme  autour de la dent, au niveau de l’émail et du cément (5), et composée de trois 
niveaux : le sillon gingivo-dentaire ou sulcus (0.69mm), l’attache épithéliale ou épithélium de 
jonction (0.97mm) et l’attache conjonctive (1.07mm). Sur la base de ces travaux, l’espace 
biologique est souvent défini comme ayant une longueur de 2.04mm, qui représente la somme 
de l’épithélium de jonction et de l’attache conjonctif. Ces valeurs ont été confirmées par les 
études de Vacek en 1994. Il affirme par ailleurs que des variations importantes de ces 
dimensions peuvent être observées : 1.34 ± 0.84mm pour le sulcus, 1.14 ± 0.49mm pour 
l’attache épithéliale et 0.77 ± 0.32mm affecté à l’attache conjonctive (174). L’attache 
conjonctive semble le niveau plus stable dans le temps. Cimasoni en 1965 montre que la 
distance entre la partie coronaire de l’épithélium de jonction et le sommet de la crête osseuse 
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ne peut excéder 1.8mm (13). L’espace biologique fait ainsi l’objet de nombreuses 
controverses. 
 
 
a) 
 
 
b) 
Figure 2 : a) b) Illustration schématique de l’espace biologique avec dimensions 
moyennes rapportées dans la littérature (52) 
 
Le respect de l'intégrité de la largeur biologique est impératif lors des manœuvres de 
préparation et d'insertion des prothèses conjointes. En effet, la préservation du système 
d'attache épithélio-conjonctive est le garant de la pérennité de l'élément dentaire. Tout 
empiètement, lors de la préparation de la dent, de la prise, de l'essayage ou de la pose de la 
pièce prothétique peut avoir pour effet de désorganiser cet anneau protecteur du parodonte 
profond favorisant ainsi le dépôt de plaque bactérienne et l'inflammation. Les auteurs 
recommandent un espace de 3 mm entre le bord de la crête alvéolaire et la limite prothétique, 
sur toute la périphérie de la dent, afin de tenir compte de la morphologie différente de l'os 
alvéolaire dans les zones vestibulaires, inter-proximales et linguales. On se trouve donc dans 
une situation favorable au maintien de la santé parodontale. Des impératifs esthétiques 
contraignent le plus souvent à l’introduction de cette limite dans le sillon gingivo-dentaire, 
sans toutefois jamais dépasser la moitié de sa profondeur. En présence d'une fracture sous-
gingivale de la dent, qui bouleverse ces données, le praticien est amené à procéder à un 
aménagement de l'espace biologique, soit par repositionnement apical du rebord gingival, soit 
par repositionnement apical du rebord gingival et remodelage osseux. Quel que soit le type 
des restaurations, les impératifs mécaniques ne doivent pas aller à l’encontre des impératifs 
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biologiques car le maintien de la santé gingivale est l’une des clés essentielles de la longévité 
des restaurations dentaires (13). Déjà en 1982, Bjorn et Hjort (15) insistaient sur la nécessité 
du respect d’un espace biologique de 2 à 3 mm pour tout élément prothétique. Plusieurs 
études (51, 104) appuyèrent fortement cette affirmation. Différentes publications traitant ce 
sujet montrent que toute agression de l’espace biologique par une reconstitution, quelle 
qu’elle soit, entraine une rupture du système d’attache provoquant  une réaction inflammatoire 
chronique. La physiologie tissulaire souhaitera ensuite rétablir cet équilibre et reformera son 
joint sous la couronne qui entraine une récession gingivale en présence de parodonte dit fin et 
la formation d’une poche parodontale dans le cas de parodonte dit épais. Dans ce dernier cas, 
la poche risque d’être colonisée secondairement  par des bactéries (12, 13, 89). Ainsi, le 
maintien de cette distance comprise entre la base du sulcus et le sommet de la crête osseuse 
est responsable de l’absence de l’inflammation et de la résorption osseuse et en tant que tel 
dans l’initiation et le développement éventuel de la maladie parodontale (88). Le rôle de la 
gencive est avant tout d’assurer un joint étanche pour l’os sous-jacent. 
 
 
        a) 
 
        b) 
        Figure 3 : Illustration d’une restauration iatrogène (a) et d’une restauration correcte (b) 
 
1-3-Intégration de la limite cervicale des restaurations 
La limite cervicale est définie comme étant la frontière entre la portion intacte de la 
dent et le point le plus apical de la préparation dentaire. C’est cette ligne qui marque du coté 
cervical la fin de la préparation. La réalisation et la précision d’une limite cervicale est une 
étape cruciale dans le succès d’une prothèse fixée. C’est le lieu de l’intégration biologique 
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(situation de la limite cervicale) et physiologique (préparation) et esthétique (forme et 
situation) d’une reconstruction prothétique fixée. Cette limite caractérise la qualité du joint 
dento-prothetique déterminant à son tour l’ajustage et la pérennité de la restauration. 
En effet la position des limites cervicales des préparations peuvent être en supra, juxta, 
sous gingivale ou en intra-sulculaire. La position sous gingivale définie par Borghetti et 
Monnet-Corti (18) est une limite située apicalement au sulcus c'est-à-dire au niveau du 
système d’attache de la gencive tandis que la limite intra-sulculaire ou intra-créviculaire est 
une limite située dans le sulcus. La limite supra-gingivale est située au-dessus du bord libre de 
la gencive et la limite juxta-gingivale est au niveau du bord libre gingival. La situation de la 
limite prothétique est déterminée par plusieurs facteurs incluant l’esthétique et les facteurs de 
rétention. Il est compréhensible que certaines conditions imposent au praticien des limites 
sous-gingivales ou intra-sulculaires. Malgré les améliorations apportées aux différents 
procédés céramo-ceramiques aussi bien sur le plan esthétique que sur le plan biologique de 
par leurs qualités de transparence, d’adaptation et de tolérance biologique, nombreux sont les 
praticiens qui posent la question de la tolérance parodontale de ces limites. Un grand nombre 
d’études ont monté une forte relation entre la position des bords prothétiques et 
l’inflammation (109). Déjà en 1974, Newcomb (126) a réalisées une étude sur 66 dents 
antérieures porteuses de restaurations prothétiques fixées présentant des limites sous 
gingivales à différentes profondeurs comparées aux dents controlatérales non restaurées. Cette 
étude a montré que plus la limite de préparation ne se rapproche de l’attache épithéliale, plus 
le risque de développer une inflammation gingivale sévère est réelle. Muller en 1986  a étudié 
l’influence de la situation de la limite cervicale sur le degré de l’inflammation gingivale des 
dents piliers (123). Il a montré sur 49 dents piliers de bridge dont 25 en position supra-
gingivale et 22 en position juxta-gingivale, que la gencive en regard des limites juxta-
gingivales présentait une inflammation légèrement supérieure comparée à la gencive en 
regard des limites supra- gingivales. Tandis que les indices gingivaux (GI index gingival) sont 
pratiquement nuls. Ces résultats peuvent s’expliquer par un défaut de maintien de l’hygiène 
bucco-dentaire quotidienne ou par l’imperfection des joints dento-prothétiques favorisant 
l’accumulation bactérienne. Flores de Jacoby (1989) appuya ses conclusions. Dans leur étude 
sur un intervalle de 8 à 12 semaines portant sur 693 couronnes avec différentes types de 
limites cervicales (supra, juxta-gingivale et intra-créviculaire), ils notent l’indice de plaque, 
l’indice gingival, la profondeur des poches et le volume du fluide gingival. Ils réalisent des 
prélèvements bactériens également (45). Après une année, mis à part l’indice de plaque, tous 
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Sur le plan biologique, il existe un consensus sur le fait qu’à qualité de joint dento-
prothétique égale, plus une limite de préparation est éloignée du système d’attache epithélio-
conjonctive meilleure est la tolérance biologique. Pratiquement tous les auteurs qui ont étudié 
la relation entre la position des limites de préparation et l’inflammation gingivale s’accordent 
et admettent que la limite de préparation d’une reconstruction prothétique ne devra jamais 
prendre le risque de profaner l’intégrité de l’espace biologique. 
Aujourd’hui, nous pouvons affirmer avec certitude que le pronostic des restaurations 
prothétiques fixées dépend en grande partie de cette liaison intime qu'elles établissent avec le 
parodonte marginal. Cette relation peut être définie comme une «relation symbiotique» ou une 
«relation de protection mutuelle (48). A celle-là vient s’ajouter d’autres paramètres 
fonctionnels et morphologiques. Toute restauration qui ne se conforme pas à certains éléments 
morphologiques par rapport au parodonte marginal tels que l’état de surface, la forme de la 
couronne, l’adaptation marginale de la couronne et le support parodontal (rapports occlusaux 
harmonieux) peut avoir un potentiel iatrogène par le parodonte. Ce facteur fonctionnel  est 
souvent désigné sous le nom de traumatisme occlusal. Il englobe les charges excessives 
susceptibles d’affecter le parodonte, qu’elles soient d’origine fonctionnelles (prématurités, 
interférences ; malocclusion, nombre réduit de dents), parafonctionnelles (bruxisme) ou 
iatrogènes (traitement orthodontique, prothèse amovible). Le traumatisme occlusal n’induit 
pas de lésion parodontale à lui seul ; il s’agit seulement d’un facteur aggravant. 
 
1-4-Qualité du joint dento- prothétique 
La jonction dento-prothétique (JDP) se fait par l’encastrement de la pièce prothétique 
(ancrage) sur la préparation dentaire. C’est un espace tridimensionnelle organisé au 
laboratoire de façon à obtenir une mise en place complète et une précision d’adaptation 
marginale de la restauration. La précision d’adaptation marginale, la qualité des états de 
surface et la qualité de l’empreinte définissent la qualité du joint dento-prothétique élaboré sur 
le modèle de travail. Une bonne qualité de ce joint favorise la prophylaxie carieuse et la 
réaction physiologique des tissus parodontaux. Différents facteurs (cliniques et de laboratoire) 
agissent sur la qualité du JDP : 
 La ligne de finition (situation et forme) 
 Les séquences cliniques (préparation, accès aux limites cervicales, techniques 
et matériaux d’empreintes et scellement) 
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 Les étapes de laboratoires (réalisation du modèle de travail, préparation et 
traitement des modèles positives unitaires MPU). La pose du vernis sur ces 
MPU joue un rôle d’espaceur de 25 à 30 µm qui permet de créer un espace 
tampon pour le ciment de scellement. 
Quel que soit les précautions prises lors des étapes prothétiques cliniques et de 
laboratoire, plusieurs auteurs s’accordent sur le fait que ce hiatus dento-prothétique est 
inévitablement supérieur à 25 µm, les valeurs variant de 10 à 120 µm. Ces études montrent 
par ailleurs que plus le hiatus est grand, plus l’inflammation est importante en favorisant 
l’accumulation de plaque bactérienne. Il modifie quantitativement et qualitativement la flore 
gingivale. Ces mécanismes peuvent induire des maladies parodontales et secondairement une 
récession gingivale (17, 102) 
Pour conclure cette partie, On admet généralement que la maladie parodontale débute 
par une inflammation des gencives (gingivite), due à une accumulation bactérienne 
importante à la surface des dents. En s’installant dans le sillon dento-gingival, une réaction 
inflammatoire au niveau de la gencive marginale va s’ensuivre. Face à cette irritation 
persistante et chronique, que représente cette invasion bactérienne, le système immunitaire est 
impuissant et, va devenir une menace pour l’hôte lui-même. L’étiologie bactérienne de la 
gingivite et de la parodontite est sans équivoque. Elles résultent d’un déséquilibre entre la 
flore bactérienne de la plaque dentaire ou biofilm et l’hôte. Le biofilm bactérien est en effet le 
premier maillon de la chaine.  
 Il serait réducteur de n'incriminer que la plaque bactérienne, même si celle-ci 
constitue l'élément majeur de l’agression. .D’autres éléments tels que le stress, le tabac, 
certains médicaments sont également incriminés et peuvent représenter une agression pour le 
parodonte. Il semblerait qu’à long terme, le parodonte est d’avantage sous l’influence de la 
qualité d’adaptation de la prothèse définitive. 
 
II- LA REPONSE INNEE IMFLAMMATOIRE AU COURS DES MALADIES 
PARODONTALES   
La réponse inflammatoire de l'hôte constitue un aspect fondamental de la maladie 
parodontale. La réponse immune innée constitue la première ligne de défense de l’organisme 
contre l’agression bactérienne. C'est cette réponse qui semble être la cause immédiate de la 
destruction parodontale, plutôt que les produits toxiques rélargués par les bactéries 
pathogènes. Par conséquent, durant les dernières années, les recherches fondamentales et 
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cliniques en parodontologie sont axées sur la réponse immunitaire de l'hôte face aux agents 
pathogènes parodontaux. Un modèle largement étudié dans ce contexte est le modèle 
expérimental de gingivite (33). Il est reconnu par plusieurs auteurs que le développement de la 
gingivite nécessite la présence de biofilms qui entraîne des modifications tissulaires de façon 
directe ou indirecte (109 , 110 , 134). Les études histo-pathologiques ont permis de subdiviser 
la gingivite en 3 stades (133,139) : la lésion initiale, la lésion précoce et la lésion établie. 
La lésion initiale apparaît comme une réponse inflammatoire aigüe avec une 
infiltration caractéristique par des neutrophiles accompagnée de modifications vasculaires et 
cellulaires et d’une dégradation du collagène qui va se poursuivre. Ces modifications sont 
dues à une attraction chimio-induite des neutrophiles par les composants bactériens dont 
certains ont des effets vasodilatateurs et à l’activation des mécanismes de défense de l’hôte 
(système du complément etc.) (Voir figure 6). 
La lésion précoce est caractérisée par un infiltrat cellulaire lymphoïde dominé par les 
lymphocytes T alors que les lymphocytes B et les plasmocytes sont prépondérants dans la 
lésion établie (voir figure 4). Même si les mécanismes sont peu clairs, l’infiltrat inflammatoire 
est chronique dans la lésion précoce. 
La lésion établie semble liée à une activation des phagocytes mononuclées et des 
fibroblastes par les produits bactériens et aussi par celle des systèmes immunitaires locaux 
ainsi qu’à l’action de cytokines (voir figure 5). La relation entre gingivite et parodontie reste 
mal connue. Par contre le passage de la gingivite à la parodontite va se faire sous certaines 
conditions chez certains individus et va correspondre à l’apparition de poches parodontales 
associées à la destruction du collagène et du support osseux. Certains facteurs dits de risques 
peuvent jouer un rôle dans la pathogénèse des maladies parodontales. Ces facteurs sont locaux 
(tartre, présence d’appareils orthodontiques ou prothétiques d’obturation) ou généraux 
(problèmes hormonaux, métaboliques) agissent par modification de la flore buccale ou par 
altération de l’état immunitaire du patient. Il est montré que certains sites peuvent être atteints 
de gingivite pendant plusieurs années sans évolution, contrairement à d’autres. C’est pour 
cette raison que les patients doivent être informés du processus de la maladie, des 
thérapeutiques possibles, des complications possibles, des résultats escomptés après thérapie 
et de leur responsabilité dans le traitement actif.  
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Figure 5 : Représentation schématique des cellules et médiateurs impliquées dans la 
réponse de l’hôte au cours de la maladie parodontale. (133) 
 
Il serait important de rappeler qu’il existe toujours un dépôt bactérien même minime, 
qui explique la réaction inflammatoire discrète, sub-cliniquement saine, et ceci dans les 24 
heures après le début du dépôt de plaque. 
Le plexus vasculaire sous-jacent à l’épithélium jonctionnel va augmenter l’apport 
sanguin dans ce secteur grâce à une dilatation des capillaires, artérioles et veinules, avec 
ouverture d’espace dans les jonctions intercellulaires des parois endothéliales, exsudat d’un 
fluide et des protéines dans les cellules et passage des produits bactériens. Ce fluide constitue 
le fluide gingival sulculaire. Ses différents composants sont identifiables et peuvent servir de 
marqueurs de l’inflammation. 
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Figure 6 : Description histopathologique de la lésion initiale ( 133) 
 
2-1- Fluide gingival comme milieu d’investigation 
La circulation d’un fluide gingival à travers l’épithélium jonctionnel et l’épithélium 
sulculaire dans le sillon gingivo-dentaire et vers la cavité buccale a été mise en évidence par 
Brill et Krass en 1958 et est considérée comme un phénomène atypique dans le corps humain. 
Le fluide est un exsudat inflammatoire d’origine sérique qui contient entres autres des 
protéines plasmatiques ayant un rôle dans l’adhésion cellulaire et dans la défense (propriétés 
antimicrobiennes, activité anticorps). Ces molécules appartiennent à la réponse inflammatoire 
et immunitaire et comprennent principalement des enzymes, des molécules bactéricides, des 
cytokines inflammatoires, des anticorps, la chaîne du complément, des adhésines, des produits 
du métabolisme de l'hôte. Le fluide gingival est un élément propre au milieu buccal qui est 
rapidement dégluti et très dépendant du processus inflammatoire de la gencive.  
Aujourd’hui, ce fluide est considéré comme l’un des moyens les plus prometteurs pour 
indiquer l’activité de la maladie. Parmi les nombreux médiateurs d’inflammation présents 
dans le fluide gingival, les cytokines semblent être impliquées aussi bien dans les 
changements dus à l’inflammation que dans la réparation des tissus parodontaux (57). Il faut 
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noter que la maladie parodontale résulte de l’interaction entre les mécanismes de défense de 
l’hôte, les agents microbiens, l’environnement buccal et les facteurs génétiques. 
Le fluide est le réceptacle dans lequel des produits bactériens s’accumulent et 
déclenchent les phénomènes inflammatoires et immunitaires. Plusieurs études récentes ont 
montré que le fluide gingival est étroitement lié aux tissus parodontaux où l’inflammation 
parodontale se développe. Le fluide gingival a pour origine l'inflammation des structures 
parodontales (2,3). La composition du fluide reflète la réponse de l’hôte aux agents bactériens 
et la progression de la maladie est essentiellement dépendante de la réponse de l’hôte. Il 
semble fournir plus d’information que les marqueurs de la salive (27, 51). Les molécules 
présentes dans la salive peuvent être des médiateurs cellulaires et/ou biochimiques provenant 
des glandes salivaires. Ils reflètent plutôt l’état métabolique et/ou pathologique liés aux 
glandes plutôt que les pathologies parodontales. L’évaluation des marqueurs dans le fluide 
gingival est considérée comme une bonne méthode dans la détermination du risque de la 
maladie parodontale. 
Bill et Krasse en 1958 (93) ont clairement montré que le débit de fluide gingival était 
corrélé à l'état inflammatoire. D'où un indice de fluide fondé sur une évaluation volumétrique, 
qui refléterait l'état inflammatoire avec davantage d'objectivité que les indices classiques.  
De nombreux travaux, très contradictoires, ont tenté d'établir une corrélation entre le 
volume de fluide gingival et l'état clinique du site de prélèvement, ou son état histologique 
(51). Griffiths et coll. ont montré en 1992 sur 102 sujets jeunes, que le premier prélèvement 
opéré au temps 1 minute après isolement du site de prélèvement n'était corrélé à aucun indice 
clinique, alors que le cinquième prélèvement effectué au temps 9 minutes après isolement du 
site de prélèvement était corrélé au GI (gingival index ou indice gingival) (64). Cela reflète 
sans doute l'association entre l'inflammation cliniquement détectable et la susceptibilité du 
site à une irritation modérée. 
Il est certain que la quantité recueillie dépend fortement de la technique employée 
(bandelette de papier, pointes de papier, tubes capillaires, triangles de nitrocellulose). 
L'insertion profonde et prolongée d'un matériau induit un flux soutenu voire une augmentation 
de ce flux et des substances charriées. Par contre, un prélèvement répété à l'orifice du site sur 
30 secondes ou 1 minute tend à réduire le volume de fluide et les quantités des composants 
par unité de temps. 
Dans une expérience de prélèvements répétitifs, l'activité aspartate amino-transférase 
du fluide gingival est maximale pendant les 5 premières secondes et diminue entre 20 et 30 
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secondes. Cela est dû soit à une inactivation enzymatique sur la bandelette, soit  à la dilution 
du fluide gingival initial riche en enzymes par un fluide gingival plus pauvre. Il semble que la 
référence au temps de prélèvement soit meilleure que la référence au volume. La meilleure 
méthode est celle qui cause le moins d'interférences sur le temps le plus court. 
Il est très important que les prélèvements de fluide gingival soient pratiqués selon un 
protocole rigoureux afin de limiter les contaminations salivaires, sériques et bactériennes, 
mais aussi d'éviter les agressions gingivales génératrices d'un « débit » artificiellement accru. 
De même, il y aura lieu de soigner la référence quantitative du prélèvement, pour que les 
activités mesurées soient reproductibles et comparables entre elles. Pour répondre à ces 
exigences, il faudra appliquer strictement les procédures préparatoires (choix des sites, 
nettoyage, prélèvement «blanc » destiné à vider le sillon de son contenu initial). Il y aura lieu 
de respecter les temps d'insertion des bandelettes de papier filtre collectrices et d'évaluer la 
quantité recueillie à l'aide d’un appareil du type PERIOTRON. 
Le fluide gingival contient des substances dérivées du fluide interstitiel (facteurs 
produits localement par les tissus traversés), du plasma et des bactéries de la plaque 
accumulées dans le sillon gingivo-dentaire (27). La proportion de ces trois types de 
constituants dépend du caractère qualitatif et quantitatif de la plaque dentaire, du 
renouvellement du tissu conjonctif, de la perméabilité de l'épithélium et de la membrane 
basale, et du degré d’inflammation (27). Sa composition reflète donc assez bien l'activité 
biochimique au niveau des tissus sous-jacents. 
Un marqueur biologique de maladie parodontale devra présenter des garanties 
indéniables d'origine tissulaire, sans risque d'ambiguïté avec une contamination de nature 
biochimique procaryote. D'autre part, il devra être corrélé avec l'activité réelle de la lésion et 
être relativement stable et aisément quantifiable. De nombreuses substances ont été étudiées 
dans cette perspective. Il est possible de les classer en cinq groupes (6): 
 les médiateurs de l'inflammation (médiateurs du catabolisme et de l'anabolisme 
lié à la réparation), 
 les enzymes qui s'expriment hors de la cellule et qui dégradent les structures 
tissulaires, 
 les produits du catabolisme tissulaire, 
 les enzymes issues de la lyse cellulaire, 
 les récepteurs des leucocytes polynucléaires neutrophiles. 
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Ces facteurs pourraient être considérés comme marqueurs diagnostiques voire 
pronostiques de la santé ou la de maladie parodontale. 
 
2-2- Cytokines et chimiokines : biomarqueurs de l’inflammation 
Les cytokines et chimiokines sont des glycoprotéines de faibles poids moléculaires 
dotées de multiples activités et produites par de nombreuses cellules. Les cytokines agissent 
comme des hormones autocrines ou paracrines extrêmement puissantes, puisqu’elles agissent 
à des concentrations de l’ordre du picomole. Elles sont impliquées dans un grand nombre de 
processus biologiques, notamment la prolifération, le développement, la différenciation, 
l’homéostasie, la régénération, la cicatrisation et l’inflammation (129) . Ces médiateurs sont 
des signaux intercellulaires qui entrainent l’activation des cellules du système immunitaire 
(lymphocytes T et B, macrophages) ainsi que celle des cellules responsables des réponses 
cytotoxiques. 
Il a été rapporté à travers des études, une augmentation des taux d’interleukines 1, 2, 4, 
6 et 8 (IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8) dans le fluide gingival des patients atteints de maladies 
parodontales (137). Elles sont également produites par les cellules endothéliales, les 
fibroblastes et les kératinocytes (129) . 
Les interleukines sont un groupe de cytokines membres de la famille des chimiokines 
qui jouent un rôle dans la régulation de la réponse inflammatoire aigüe et dont la plus connue 
est sans nul doute l’interleukine 1 (IL-1). Elles sont sécrétées par divers types de cellules et 
induisent entre autres le chimiotactisme des neutrophiles et autres cellules inflammatoires.  
En se référant au processus histopathologique de la maladie parodontale notamment la 
gingivite chronique, il semble à travers les données de la littérature que l’interleukine-1β (IL-
1β), l’interleukine-4 (IL-4), l’interleukine-6 (IL-6) et interleukine-8 (IL-8) soient très 
impliquées dans l’inflammation parodontale pouvant ainsi constituer des indicateurs 
potentiels ou des biomarqueurs pronostiques ou diagnostiques de la maladie parodontale à des 
stades infracliniques (170).  
 
2-2-1 L’interleukine 1 (IL-1) 
Elle est sécrétée par les macrophages et induit la phase de réaction aiguë, ainsi qu'une 
stimulation des Lymphocytes T. Les taux de l'interleukine-1β (IL-1β) sont augmentés dans le 
fluide de sites montrant une inflammation gingivale. Elle induit la résorption osseuse et la 
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sécrétion de certaines protéases. IL-1 augmente avec 1'inflammation gingivale, précédant 
ses manifestations cliniques (143), mais son dosage est complexe et coûteux car il requiert des 
anticorps monoclonaux. Le traitement de la parodontite a entraîné une diminution 
considérable in situ du niveau d'IL-1, ce qui indique que cette molécule est cruciale dans la 
destruction des tissus parodontaux.
2-2-2 L’interleukine-6 (IL-6)  
C’est une cytokine pro-inflammatoire sécrétée par les cellules T et les macrophages 
lors de la réponse immunitaire. Cette cytokine possède un large spectre d’activités. En effet, 
elle stimule la sécrétion par les hépatocytes de toute une série de protéines collectivement 
nommées protéines de la phase aigüe (APC : acute phase proteins). Elle induit la phase de 
réaction aiguë de la maladie parodontale et peut jouer un rôle anti-inflammatoire. Il existe une 
corrélation significative entre l'indice de saignement sulculaire, la profondeur des poches et le 
taux d'IL-6 dans le fluide des sites atteints de parodontite, comme rapportée par plusieurs 
études (53, 61). Cette cytokine stimule la formation des ostéoclastes, participant ainsi au 
«turnover » de l’os et à sa résorption (129). Comme le TNFα (tumor necrosis factor alpha), 
l’IL-6 peut jouer un rôle cytoprotecteur et est considérée comme un facteur de réparation de 
tissus endommagés lors d’une agression (146). Il est l'un des médiateurs principaux pendant la 
réponse immunitaire aiguë. Les niveaux d'IL-6 n’augmentent que pendant la phase active de 
la maladie parodontale et sa présence est fortement corrélée à une résorption osseuse ou une 
inflammation (61). IL-6 stimule les cellules du foie pour produire la CRP (C Reactive Protein) 
dont le dosage est un moyen fiable d’évaluer une réaction inflammatoire chez un patient, tout 
en participant à la résorption osseuse. Sa production active la formation des ostéoclastes et 
induit une  résorption osseuse (80, 170, 187). 
IL-1 , IL-1 et IL-6 peuvent être détectées par la technique ELISA (58, 148).  
Chez des patients réfractaires, les résultats sont corrélés avec la présence dans la 
plaque sous-gingivale de Actinobacillus actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis 
et Eikenella corrodens. 
Lorsque l'on compare les sites produisant le plus de cytokines/patient dans le fluide 
gingival, les sites réfractaires des patients produisent davantage d'IL-6. La présence de chacun 
des agents pathogènes dans la plaque sous-gingivale est associée à des concentrations élevées 
d’IL-1 dans le fluide gingival. Ainsi IL-6 pourrait servir à identifier des sites réfractaires (118, 
1137, 148). 
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2-2-3- L’interleukine 8 (IL-8)  
C’est une cytokine puissante avec un objectif distinct pour le recrutement. En effet, il 
existe de nombreuses études qui ont démontré dans la gingivite une prédominance des 
marqueurs des neutrophiles de recrutement, comme l'interleukine 8, et la dégranulation des 
neutrophiles, dont la glucuronidase β (26, 97), l'élastase (81, 135) et une  métalloprotéinase 
matricielle ou de la matrice (MMP) (81). IL8 est sécrétée par les cellules de l'hôte telles que 
les monocytes, les macrophages, les lymphocytes, fibroblastes, les cellules endothéliales et les 
cellules épithéliales. L’IL-8 joue un rôle important dans la régulation de la fonction des 
neutrophiles. Des taux importants d’IL-8 et de MCP-1 (monocyte chemotactic protein) ont été 
mis en évidence dans le fluide gingival des sujets atteints de parodontite et la présence de très 
faibles quantités de TNF-α dans le fluide a été démontrée. La concentration ainsi que le taux 
d’IL-8 peuvent être corrélés avec les degrés de l’inflammation. De même une augmentation 
du taux d'IL-8 dans des sites malades peut refléter la réduction de l'activité de défense de 
l'hôte antibactérien à cet endroit (26, 69). Dans les sites sains, on observe également la 
présence d’IL8 à un taux plus élevé que l’IL6 pour maintenir un faible niveau de bactéries 
dans l’environnement sulculaire. Il maintient ainsi l’auto-nettoyage des neutrophiles dans le 
sillon gingival. L'induction de la gingivite est associée à une suppression  dans le fluide 
gingival des chimiokines, en particulier l'IL-8 et MIP-1β (68). Une trop forte concentration 
d’IL-8 accentue l’inflammation et provoque la destruction tissulaire (129). 
 
 
 
Figure 7: Structure en solution de l’interleukine 8 
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III MÉTHODES DE DIAGNOSTIC DE L’INFLAMMATION GINGIVALE 
3-1-L’examen clinique 
Histologiquement, il a pu être établi une bonne corrélation entre l'inflammation du 
tissu gingival et le saignement provoqué par le sondage. Ce phénomène est corrélé à 
l'augmentation de sécrétion du fluide gingival, lui-même associé à l'inflammation tissulaire. 
Au terme d'un traitement, l'arrêt du saignement est considéré comme un signe de la réduction 
de l'inflammation gingivale et un signe de réparation tissulaire et de réduction de la 
profondeur des poches, accompagnée de gain de hauteur d'attachement gingival (98, 100).  
Le saignement gingival constitue un signe extrêmement sensible de la présence de la 
maladie, mais ne permet pas de conclure quant à son évolution. D'autres signes tels que la 
rougeur et l'œdème ont été incorporés dans les indices du statut de la maladie. 
 
 
Figure 8 : Saignement gingival après sondage parodontal 
 
La suppuration d'une poche parodontale concerne des sites présentant des parodontites 
plus avancées. À cet égard, il n'existe pas d'échelle de signification ni de signe ayant une 
valeur prédictive dont la standardisation permettrait d'évaluer l'évolution ultérieure de la 
maladie. 
 
3-2-Les sondes électroniques  
 Des techniques plus sophistiquées consistent à utiliser des sondes électroniques. Cette 
dernière est destinée à la mesure et à l'enregistrement des poches dans les maladies 
parodontales. Son principe consiste à introduire la sonde dans la poche. Lorsque la butée entre 
en contact avec la gencive, automatiquement le logiciel énonce la profondeur de la poche. 
L’inconvénient majeur réside dans la maîtrise de la pression appliquée par la sonde sur les 
Œdème et 
inflammation 
Plaque bactérienne  
sur surface dentaire 
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tissus, qui peut varier d'un site à un autre ainsi que d'un opérateur à un autre. Il faut noter que 
des variations importantes peuvent survenir selon l'épaisseur de la sonde, la pression 
appliquée, la forme de contour de la dent, le degré de dégradation de la trame collagénique. 
L'introduction de sondes électroniques couplées à des enregistrements informatisés devrait 
améliorer la sensibilité de cette méthode d'évaluation de la maladie. Cependant le sondage, 
même répété à intervalles réguliers, ainsi que le saignement au sondage ne peuvent donner 
que des indications a posteriori. Ils relatent l'histoire de la maladie, alors que le processus 
destructeur est déjà bien établi, et ne préjugent en rien de la nature ni du devenir de la lésion 
identifiée (134, 162). 
 
 
Figure 9 : Sonde à pression constante associé à une lecture  de  
la profondeur de poche en mm 
3-3-Bilan radiographique 
La radiographie permet d'évaluer les pertes de substance osseuses et leurs formes. Si 
les clichés donnent une évaluation correcte des pertes interproximales, ils conduisent à sous-
estimer les pertes de substances vestibulaires (ou jugales) et linguales ou palatines. La 
radiographie conventionnelle est également inutile pour diagnostiquer les formes précoces de 
la maladie, en particulier les gingivites. Les défauts osseux ne sont détectés qu'au-delà d'un 
seuil de réduction des trabéculations ou de réduction de hauteur. On considère qu'à moins de 3 
mm de perte osseuse, la destruction est indécelable sur un cliché. Les lésions de la furcation 
des dents ne sont détectées que quand la résorption s'est développée au-delà de la furcation. 
D'après une étude récente de Flack et coll., il ressort que l'outil diagnostique 
radiographique donne des réponses homogènes à 98 % entre plusieurs praticiens pour ce qui 
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concerne l’identification des atteintes de furcations. Le diagnostic de gingivite et de maladie 
parodontale ne concorde qu'à 70 % (44) . 
La radiographie conventionnelle a peu de valeur en présence de légers changements du 
niveau osseux. La radiographie digitalisée devrait pouvoir visualiser de faibles modifications. 
Il est connu que les changements osseux n'interviennent que bien après la perte d’attache. 
L'utilisation de méthodes nouvelles d'imagerie médicale devrait faciliter l'étude de 
l'état parodontal. La radiographie numérisée associée à des densimètres devrait permettre 
d'évaluer des changements subtils de densité. D'autres méthodes, encore à un stade de 
recherches, pourraient permettre de préciser les évolutions de la vascularisation et les 
modifications de l'os. 
 
 
Radio retro alvéolaire 
Figure 10 : Patient avec une parodontite modérée 
 
3-4-Tests bactériologiques et cellulaires  
 Le prélèvement de la plaque sous-gingivale permet une analyse des micro-
organismes, des toxines et des enzymes alors que la culture tissulaire renseigne sur les 
populations cellulaires inflammatoires et immunes et sur les altérations du tissu épithélial et 
du tissu conjonctif. 
Les maladies parodontales étant des maladies infectieuses, ces cultures ont longtemps 
été considérées comme prometteuses dans l'établissement des spécificités de ces lésions et 
donc des orientations thérapeutiques. Si les formes de parodontites juvéniles localisées sont 
effectivement associées à la présence de Actinobacillus (Haemophilus) 
actinomycetemcomitans, Capnocytophage et Eikenella corrodons, la plupart des maladies 
Niveau osseux actuel 
Niveau osseux normal 
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parodontales n'ont pas de flores spécifiques. Par contre, certaines bactéries comme A. 
actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia, Campylobacter reclus, Fusobacterium 
nucleatum, Bacteroides forsycthus et les spirochètes sont retrouvées dans des lésions dites 
actives (161). Pourtant,  n'a jamais été possible d’associer de manière univoque une espèce 
bactérienne à un type spécifique de parodontopathie. 
Ces moyens de diagnostic bactériologiques comportent certaines limites relatives au 
principe même des maladies parodontales telles que l’infection mixte polymicrobiens,  la 
présence d’association bactériennes (106), les  implications de germes opportunistes, 
l’évolution cyclique et les variations de la flore selon le site. Des difficultés techniques 
peuvent également être rencontrées telles que la taille de l’échantillon, les modalités de 
transports et la fiabilité de ces tests (62). 
 3-5-Approche génétique 
La détermination génétique des groupes à risque de maladies parodontales reste encore 
du domaine de la futurologie. Cependant un certain nombre d'informations montre que des 
formes précoces de parodontites (EOP: early-onset periodontal diseases) suivent une loi 
d'héritage mendélien d'un gène à effet majeur. Ce type de parodontite constitue un excellent 
champ d'investigation pour l'épidémiologie génétique et la détermination de patients à risques. 
Le génotype ainsi transmis peut prédisposer des individus à une parodontite quand ils sont 
exposés à certaines bactéries. Le dilemme pour l'instant se situe entre la susceptibilité 
génétique de réponse à une bactérie spécifique et l'altération de la réponse immune à une 
bactérie présente normalement dans la flore. Même s'il est clair qu'aucune bactérie ne peut 
être considérée en soi comme spécifique de la lésion parodontale, il apparait que la flore et la 
réponse de l'hôte ne sont pas des variables indépendantes. La susceptibilité de l'hôte associée 
au facteur de risque que constitue l'environnement des tissus parodontaux peut entraîner une 
altération locale ou généralisée (6).  
Actuellement, cette connaissance du facteur génétique est incomplète et l’intérêt de ce 
seul test génétique disponible sur le marché est assez contesté. Ainsi, Greenstein et Hart, qui 
dénonçait en 2002 les limites de ce test, ont montré que l’intérêt clinique de ce test de 
susceptibilité est à revoir à cause de sa sensibilité et sa spécificité limitées (62) . 
En conclusion, le diagnostic parodontal conventionnel reste le plus utilisé dans nos 
cabinets dentaires. Ce diagnostic est basé principalement sur l’évolution des niveaux osseux 
analysés par l’examen radiographique, l’évaluation de la quantité de plaque, du degré 
d’inflammation et de mobilité dentaire par des mesures cliniques et le sondage (la profondeur 
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de poche parodontale et le niveau d’attache). Malheureusement,  les cliniciens sont conscients 
que ces différents moyens de diagnostic ne nous révèlent en rien sur l’activité de la maladie 
parodontale et ne constitue des signes cliniques visibles qu’à un état avancé de la maladie 
parodontale. En réalité avec ces techniques classiques, il n’est possible que de détecter la 
présence ou l’absence de la maladie. Elles permettent donc de différencier uniquement trois 
situations : parodonte sain, gingivite et parodontite.  
Une nouvelle technique d'évaluation de la maladie en plein essor fait appel à la 
biologie moléculaire. Il s'agit de l’analyse du fluide gingival. Sa composition en 
immunoglobulines et autres protéines sériques, le nombre de polynucléaires, constituent 
autant d'indices de la maladie parodontale. Ce fluide gingival créviculaire informe sur les 
cellules et leurs capacités fonctionnelles, le taux d’anticorps, les toxines et enzymes, les 
produits de dégradation tissulaire, les cytokines, les  eicosanoïdes, le pH. Beaucoup d’auteurs 
s’accordent sur le fait que l’une des manifestations les plus importantes de la maladie 
parodontale est la production excessive de cytokines pro-inflammatoires (33, 74, 81, 128, 
149). La réponse inflammatoire de l'hôte est de nos jours  considérée comme un aspect 
essentiel de la maladie parodontale et ces médiateurs pro-inflammatoires sont responsables 
dans la plupart des cas de l’apparition de signes infra cliniques parodontaux avant le 
développement de symptômes cliniques observables. 
L'analyse des paramètres biochimiques dans le fluide gingival offre donc de nouvelles 
perspectives pour le diagnostic précoce de la maladie parodontale ou pour prédire son 
évolution. Selon Page, le fluide gingival est plus prometteur que le sérum ou les cellules 
sanguines comme matériel de test d'activité de maladie parodontale (133, 134). Ainsi, le 
fluide gingival peut être considéré de par sa composition et son débit comme fortement lié à 
l’état inflammatoire de la gencive. Son analyse devient l'un des moyens les plus prometteurs à 
l’étude de l’activité de la maladie. Ce fluide gingivale créviculaire fait beaucoup d’adeptes 
dans le monde de la recherche en raison de son potentiel diagnostique, de la facilité et de la 
nature non - invasive de sa collecte (168). 
 
VI-PROBLÉMATIQUE ET JUSTIFICATION 
Tout traitement prothétique a pour objectif de restaurer la santé, l’esthétique et 
l’efficacité fonctionnelle de la denture. En prothèse fixée, le patricien est préoccupé par 
l’intégration esthétique (résultat immédiat) mais il doit être conscient que l’intégration 
biologique (résultats sur le long terme) est un des facteurs primordiaux de succès d’un 
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L'exploitation de ces signes cliniques pose de nombreux problèmes pratiques, tant au 
niveau du diagnostic et du pronostic que des méthodes thérapeutiques. Quant à la réponse de 
l'hôte, il s'agit d'une réponse inflammatoire assez classique mais, contrairement à la plupart 
des pathologies survenant dans d'autres sites, elle n'entraîne aucune altération immédiate de la 
fonction. C'est en général, le handicap fonctionnel qui conduit le patient à consulter. Les 
effets de cette réponse sont vite irréversibles, dès que le parodonte profond est touché. Ce qui 
renforce la nécessité de diagnostic précoce ou prévisionnel. Il est admis à ce jour que la 
maladie parodontale évolue selon un mode épisodique et irrégulier (59) et que les périodes 
actives ne concernent, à un moment donné, que quelques sites limités dans une même bouche 
(71, 72).  
Tout le débat porte sur l’incapacité actuelle à détecter les sites en phase active de 
détérioration et à dégager de l'ensemble d'une population, le groupe de patients hautement 
susceptibles à la maladie. L'ensemble de nos connaissances sont fondées sur des observations 
longitudinales de perte d'attache ou d'altérations osseuses horizontales ou verticales.  
L'activité de la maladie précède, plutôt qu'elle ne suit, le saignement au sondage, qui 
est davantage une conséquence qu'un indice de prévision. Ainsi la maladie active n'est pas 
fortement associée à une augmentation de profondeur de poche parce que la perte d'attache 
intervient souvent sans approfondissement de la poche (59). Le processus anatomo-
pathologique montré à travers la gingivite expérimentale de Löe et al. en 1965 et décrit par 
Page et Schroeder  en 1976 met en relief l’existence de deux premiers stades infra-cliniques 
(lésion initiale et lésion précoce) de la maladie qui n’est détectable qu’à la fin du second stade 
et un 3ème stade (lésion établie) qui aboutit à la gingivite avec tous les signes cliniquement 
décelables de l’inflammation (110, 133).  
Des études ont montré que la pose d’une couronne pourrait être à l’origine de la 
maladie parodontale entraînant  un risque 2,42 fois plus élevé d’apparition d’inflammation 
gingivale que pour une dent non reconstituée. Le risque d’apparition d’une récession 
gingivale est 2,65 fois plus élevé (41). Il est aussi admis que les reconstructions prothétiques 
scellées cliniquement déficientes (surfaces rugueuses, mauvaise adaptation marginale) aussi 
bien que celles qui sont cliniquement acceptables peuvent conduire à l’inflammation gingivale 
(15).   Dans tous les cas, des limites prothétiques inadéquates entraînent inévitablement des 
altérations cliniques inflammatoires, ceci est due d’une part à la situation de la limite elle-
même et à l’action destructrice des bactéries localisées à ce niveau. A cet effet, le rôle de l’IL-
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8 au cours de l’inflammation parodontale a été démontré par des essais cliniques et des études 
épidémiologiques après la pose d’un élément prothétique fixé (39).   
De nombreuses études ont montré l’existence d’une relation étroite entre la pose de la 
couronne et l’apparition de la maladie parodontale sans jamais faire de distinction entre 
l’inflammation gingivale superficielle et l’atteinte parodontale. Cependant la plupart des 
auteurs ont des conclusions divergentes et beaucoup pensent que l’inflammation parodontale 
est plus liée à un manque d’hygiène bucco-dentaire qu’à la présence d’une restauration 
prothétique fixée unitaire ou plurale. D’autre part, ils s’accordent à dire qu’une couronne fixée 
ou scellée avec une limite cervicale sous-gingivale ou intrasulculaire est plus apte à favoriser 
le développement des parodontopathies qu’une restauration prothétique fixée avec une limite 
juxta ou supra-gingivale (39, 87, 158). Or le praticien a tendance à mettre des limites de 
préparations intrasulculaires au niveau vestibulaire pour masquer un joint céramo-métallique 
ou une teinte radiculaire disgracieuse, ce qui tendent à améliorer l’intégration esthétique de la 
prothèse fixée. Il semble nécessaire de rappeler que pour une reconstruction prothétique soit 
acceptée par le parodonte, elle ne doit en aucun cas interférer avec la hauteur nécessaire à 
l’espace biologique (entre 2.5 mm et 3 mm). Toutes les études qui ont évalué les réponses 
cliniques et histologiques des tissus parodontaux à des limites prothétiques placées dans 
l’espace biologiques ont obtenu des inflammations gingivales, des pertes d’attache avec des 
profondeurs de poche importantes ou de récessions gingivales et des pertes osseuses. Une 
attention toute particulière doit être portée à cette espace dont le respect est indispensable au 
maintien de la santé parodontale (42, 165). 
La démarche diagnostique consiste en une procédure imparfaite résultant d'une 
probabilité  plutôt que d'une certitude. Les relations mathématiques entre les résultats d'un test 
et la situation clinique réelle sont des modèles utiles (100). 
Le diagnostic d'une maladie parodontale devrait idéalement inclure non seulement une 
description de l'état présent de la maladie, mais aussi une information indiquant si la maladie 
est actuellement en progression ou si elle est sur le point de progresser (135). De nos jours, il 
est difficile dans un but purement expérimental de procéder à des études histologiques chez 
l’homme qui nécessiteraient des biopsies gingivales sur des zones traitées ou non qui ne se 
justifieraient pas, ce pour des raisons éthiques. Ces prélèvements constitueraient sans nul 
doute le meilleur moyen de faire un diagnostic différentiel précoce et une meilleure prise en 
charge à moindre coût. Pour pallier cette contrainte éthique, l’analyse des cytokines par 
prélèvement du fluide grâce à un dispositif de détection semi-biologique pourrait constituer 
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une alternative fiable, indolore et sans conséquence pour le patient, avec une méthode rapide 
dont la sensibilité et la spécificité peuvent être avérées (132, 138, 175). Ce dispositif se 
sentant chimique en lequel une reconnaissance biologiquement dérivée est accouplée à un 
transducteur, pour permettre le développement quantitatif de très faibles doses de certaines 
molécules dans un milieu complexe. Ainsi dans le second chapitre, nous détaillerons les 
caractéristiques de ce dispositif qu’on appelle biocapteur.  
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CHAPITRE II  
Ce chapitre est consacré à la définition puis à la description des différents composants 
d’un biocapteur. L’accent est mis sur le biorecepteur qui a constitué l’essentiel de notre travail 
de thèse. Les techniques de caractérisations de la surface fonctionnalisée seront décrites 
brièvement.  Ces techniques nous permettront de suivre, d’analyser et de noter l’efficacité des 
différentes stratégies utilisées en vue d’un biorecepteur idéal. 
 
  I- BIOCAPTEURS 
1-1  Généralités  
Depuis l’invention des biocapteurs par Clark et Lyons en 1962, le nombre de 
publications et de brevets ne cesse d’augmenter (71, 173). Leur développement a été stimulé 
par le besoin d’analyse en temps réel sans traitement préalable de l’échantillon et sans 
manipulation de produits dangereux. Il existe également des techniques de détection immuno-
enzymatiques de molécules cibles tels que toxines, virus, protéines marqueurs de maladies, 
etc, pour lesquelles le temps de réponse est réduit et la sensibilité améliorée, mais il s’agit 
souvent de détection indirecte ne permettant pas de suivi en temps réel des interactions et de 
procédés assez lourds et onéreux (152, 167). De plus, la durée d’un test est relativement 
longue (3 à 5 heures). Ce besoin inéluctable de détection rapide et sélective est un des critères 
fondamentaux qui a favorisé le développement de ces biocapteurs. Leur essor a même incité à 
la création de journaux spécifiques par un exemple le journal Biosensors and Bioelectronics, 
édité par Elsevier. Les biocapteurs sont des dispositifs d’analyse qui sont capables de fournir 
des résultats soient qualitatifs, soient quantitatifs de l’analyse d’un milieu biologique (179). 
Cependant, même si des applications commerciales existent, le biocapteur le plus répandu et 
le plus populaire reste sans nul doute le « glucose pen » ou capteur de glucose (155). Ce 
biocapteur mesure la concentration de glucose dans le sang. Il est utilisé à des fins de 
diagnostic, de prévention, de contrôle, de traitement ou d’atténuation du diabète. 
D’un point de vue applicatif, ce sont les applications médicales et cliniques qui 
connaissent les succès les plus importants et les plus lucratifs. C’est d’ailleurs dans ces 
domaines que les efforts en termes de recherche et de développement sont les plus 
remarquables. Leurs utilisations par un grand public, comme le test de glucose pour les 
personnes atteintes de diabète, contribuent à l’expansion commerciale des biocapteurs (164). 
Cependant, la plupart des biocapteurs commerciaux avec des applications médicales et 
cliniques ciblent les laboratoires d’analyse médicale et les centres de recherche. 
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Des domaines d’application dans différents secteurs particulièrement nombreux sont 
présentés de façon non exhaustive dans le tableau suivant. 
Tableau I : Domaines d’applications des capteurs 
Médical/Clinique Glucose (94) 
Hormones (9) 
Maladies infectieuses ou parasitaires (36) 
Vétérinaire/Agriculture/Alimentaire Détection des contaminants (salmonelles, 
listeria, Eschérichia coli, hormones de 
croissances) (114) 
Contrôle alimentaires (156) 
Environnement Contrôle d’effluents 
Pesticides 
Métaux lourds (79) 
Hydrocarbures (140) 
Sécurité Détection de drogues illicites et d’explosifs 
 
Le développement des biocapteurs suit donc des lignes de pensées menant à la 
production de systèmes hautement portables, robustes, simples d’utilisation et aussi à faible 
coût. La portabilité des biocapteurs est essentielle pour réduire au maximum le matériel à 
déplacer dans le cadre de mesures sur le terrain, par exemple lors d’études environnementales. 
Dans un cadre clinique, une bonne portabilité permet de réduire de manière optimale les 
impacts sur la vie de tous les jours d’un patient possédant un système de suivi en temps réel 
d’une condition médicale. 
1-2-Définition et Principe 
L’étymologie du terme biocapteur en donne une définition simple comme étant un 
capteur pour un système biologique. Un biocapteur est défini dans la littérature, comme un 
système analytique qui exploite la capacité de détection biologique pour une molécule cible, 
en conjonction avec un transducteur physicochimique qui agit en tant que détecteur. Ce 
dernier convertit l’événement de reconnaissance biologique en un signal physiquement 
mesurable. Le biocapteur est composé de trois principaux éléments: une couche biologique 
sensible qui sert de biorécepteur, un transducteur et un signal de sortie.  
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Le principe du biocapteur est donc basé sur un assemblage moléculaire qui permet la 
bio-reconnaissance d’un élément biologique et la transduction de cet événement en un signal 
exploitable. Le biorécepteur et le transducteur sont alors intégrés dans un dispositif unique de 
préférence petit et portatif permettant de doser directement l’analyte d’intérêt sans l’ajout 
d’autres réactifs ou de pré-traitement de l’échantillon. Le signal de sortie transmis par le 
transducteur permet une mesure de la quantité d’analyte ayant interagit avec le biorécepteur. 
Pour être exploitable, le signal de sortie peut également être transformé par l’intermédiaire 
d’étapes d’amplification et de traitement pour finalement être affiché ou enregistré de manière 
appropriée et interprétable par l’utilisateur. Dans la plupart des cas, le biorécepteur s’obtient 
par fonctionnalisation de surface du transducteur. Ces biorécepteurs ou systèmes de bio-
reconnaissance peuvent être des enzymes ou des protéines de liaison en l’occurrence des 
anticorps immobilisés sur la surface des capteurs. 
 
 
Figure 12 : Schéma général de fonctionnement d’un biocapteur 
 
La conception et la validation d’un biorécepteur comporte plusieurs phases. La 
première consiste en une phase d’immobilisation et d’accroche du biorécepteur à la surface du 
capteur. Cette accroche doit répondre aux exigences de la chimie de surface et de la méthode 
utilisée. La deuxième phase est une phase de validation pour déterminer l’effectivité de 
l’activité biologique du biorécepteur et sa capacité à capturer les molécules à détecter. Cette 
validation se fait par l’intermédiaire de techniques de détection connues. La dernière étape 
consiste en la détermination des performances du capteur vis-à-vis de la nature et de la 
complexité de l’échantillon analysé. La possibilité de réutilisation du capteur peut également 
être étudiée. Durant cette thèse, mon travail a consisté au développement d’une chimie de 
surface permettant d’avoir un capteur à la fois sensible et sélectif. 
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 1-3- Classification des biocapteurs 
Les biocapteurs peuvent être classés selon plusieurs critères qui sont énumérés ci-
après :  
 Selon le type de biorécepteurs : On distingue les biocapteurs moléculaires, 
immunologiques, à cellules entières, etc. 
 Selon le type de transducteurs : il s’agit des biocapteurs optiques, 
électrochimiques, électronique, mécanique, etc… 
 Selon le type d’interaction entre l’analyte et le biorécepteur : il s’agit dans ce cas 
de suivre directement ou indirectement un analyte ou une activité biologique à 
travers le suivi de son interaction avec le biorécepteur. Ainsi on parle de 
biocapteurs à affinité, à catalyse, à hybridation…… 
Le schéma ci-dessus résume une classification simplifiée des biocapteurs. 
 
 
Figure 13 : Classification des biocapteurs 
1-3-1 Couche biologique 
La couche biologique contient le biorécepteur, qui reconnait l’espèce biologique 
souhaitée et qui est immobilisé sur le transducteur. Une couche biologique sélective est la clef 
de la spécificité de la reconnaissance biologique. Les biorécepteurs sont responsables de 
l’accrochage de l’analyte à détecter sur le capteur. Les biorécepteurs peuvent être accrochés 
soit directement à la surface du transducteur soit par l’intermédiaire d’une couche 
d’immobilisation. Cette dernière crée alors une interface chimique entre le transducteur et le 
biorécepteur. Elle permet non seulement la fixation favorable des récepteurs pour une 
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spécificité optimale mais protège aussi la surface du transducteur des adsorptions non-
spécifiques. 
La forme des biorécepteurs est très variée et il existe autant de biorécepteurs que 
d’analytes potentiellement détectables (Figure 14). Cependant, de manière classique, deux 
catégories de biorécepteurs peuvent être recensées à savoir les biorécepteurs catalytiques et 
les biorécepteurs par affinité. Avec les progrès de la chimie et de la biochimie, une troisième 
catégorie peut maintenant être intégrée, les récepteurs biomimétiques c’est à dire les 
polymères à empreinte moléculaire. 
 
 
 Figure 14 : Différents éléments de reconnaissance utilisés 
 
1-3-1-1 Biorécepteurs par affinité 
Les biorécepteurs par affinité sont des molécules biologiques permettant une 
reconnaissance hautement spécifique, avec des constantes de liaison de l’ordre de 109 à 1012 
M-1. Les plus utilisés sont les immunoglobulines (c'est-à-dire les anticorps) présentant des 
avantages tels que la sélectivité, l’affinité et la facilité de production. 
Etant donné le principe de reconnaissance des biorécepteurs d’affinité, leur utilisation 
dans des biocapteurs est vaste, les applications cliniques étant un domaine de prédilection. 
Grâce à leur spécificité, de très faibles quantités d’analyte peuvent être détectées. Par 
exemple, la protéine Bovin Serum Albumin (BSA) a pu être récemment détectée 
spécifiquement grâce à des leviers piézoélectriques à une concentration de 1 fM (114) . 
Le principe de reconnaissance des biorécepteurs d’affinité est notamment favorable à 
une utilisation dans des capteurs de présence. La reconnaissance ne modifiant pas les 
récepteurs, une manière efficace de traduire la présence de l’analyte est de mesurer des 
variations de masse ou bien de propriétés optiques à la surface du transducteur. C’est 
pourquoi les biocapteurs basés sur les phénomènes de résonance plasmonique de surface 
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(SPR) (8) et de microbalance à quartz (QCM) (94, 156) sont un succès (leur étude sera 
approfondie plus tard dans les chapitres suivants).  
Un biocapteur pour lequel l’élément de reconnaissance est un anticorps est dit 
immunocapteur. Cette famille de biocapteurs est basée sur la forte bioaffinité entre les 
anticorps et les antigènes et est inspirée des techniques de détection immuno-enzymatiques 
telles que l’ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) (37, 38). Les techniques immuno-
enzymatiques sont en effet très sensibles, mais nécessitent de multiples étapes de fixation, de 
reconnaissance, de détection et de révélation. Les immunocapteurs bénéficient de la 
sélectivité et de la spécificité de ces techniques, alliés à la rapidité de la réponse. Afin de 
mieux appréhender les enjeux liés à l’approche moléculaire de l’élaboration des 
immunocapteurs, il est nécessaire de connaître la structure moléculaire des anticorps ainsi que 
la nature de leur liaison avec leur cible. Leur configuration et leur conformation sont 
détaillées ci-dessous. 
Les anticorps sont des glycoprotéines produites par réponse immunitaire. L’injection 
d’un antigène étranger à un animal provoque une réponse immunitaire correspondant à la 
production d’anticorps (79). Les anticorps de types polyclonaux sont obtenus par purification 
du sérum de l’animal sur l’antigène correspondant. Les anticorps de types monoclonaux (les 
plus spécifiques) sont obtenus in vitro par culture cellulaire à partir d'une cellule appelée 
hybridome provenant d’une fusion cellulaire entre 2 cellules. Une cellule produit des 
anticorps (le lymphocyte B) et une cellule de tumeur myélome lui confère les propriétés 
d’immortalité de la lignée. Ces systèmes de production permettent ainsi d’obtenir de grandes 
variétés d’anticorps, leur donnant un aspect générique comme biorécepteurs. 
Les immunoglobulines sont des protéines composées de deux chaînes lourdes 
d’environ 440 acides aminés chacune et de deux chaînes légères d’environ 220 acides aminés 
chacune. Ces deux chaînes légères ont une masse molaire de 25 kg/mol et  les deux chaînes 
lourdes 50 kg/mol. L’anticorps entier a alors une masse molaire d’environ 150 kg/mol. Des 
ponts disulfures relient ces chaines polypeptidiques et la structure de l’anticorps, 
généralement présentée sous la forme d’un Y (voir figure 15), peut se différencier en deux 
parties : le Fragment Antigen Binding (Fab) et le Fragment Crystallisable (Fc). Chaque 
immunoglobuline est composée de deux Fab qui sont les sites de reconnaissance de l’antigène 
et un Fc commun à tous les anticorps d’un même mammifère. La structure des anticorps 
comporte de nombreuses fonctions carboxyles (-COOH) et amines (NH2) qui permettent une 
immobilisation aisée à la surface de transducteurs. 
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Pour approfondir la reconnaissance entre l’antigène et l’anticorps, il faut s’intéresser à 
la partie Fab des immunoglobulines. La partie de l’anticorps qui interagit avec l’antigène est 
le paratope (soit deux paratopes identiques par anticorps dits bivalents) et la partie de 
l’antigène qui réagit avec l’anticorps est l’épitope. 
 
Figure 15 : Représentation schématique d’un anticorps et à la partie se liant à 
l’antigène : le paratope 
 
La reconnaissance avec l’épitope se fait par une complémentarité entre plusieurs types 
d’interactions non covalentes : des liaisons hydrogène, des interactions électrostatiques, des 
liaisons du type Van der Waals et des interactions hydrophobes.  
 
1-3-1-2 Biorécepteurs catalytiques 
La plupart des biorécepteurs catalytiques correspond à des enzymes et ils sont souvent 
utilisés dans les biocapteurs pour leur capacité de reconnaissance autant que pour leur forte 
activité à faibles concentrations. Ce sont d’ailleurs les enzymes qui ont été employées dans les 
premiers biocapteurs puisque la détection par réactions catalytiques en chaine est amplifiée de 
manière sélective. La plupart des enzymes sont des protéines structurées de façon à posséder 
un site actif qui leur confère la capacité de catalyse sur un substrat donné. 
L’activité catalytique dépend de la structure de la protéine native et sa dénaturation 
supprime toute activité. 
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La détection d’analytes par les biorécepteurs catalytiques relève de deux types de 
fonctionnement : soit l’analyte est directement reconnu par l’enzyme, soit un (ou plusieurs) 
produit(s) issu(s) de l’activité enzymatique est (sont) détecté(s). 
1-3-2 Transducteur  
C’est l’élément permettant la conversion de la reconnaissance biologique en un signal 
exploitable. Trois grandes classes de transducteurs sont communément utilisées : les 
transducteurs optiques, les transducteurs électrochimiques et les transducteurs mécaniques. 
D’autres catégories telles que la détection magnétique ou thermique sont possibles mais leur 
utilisation est moins commune. Cependant les biocapteurs majoritaires sur le marché restent 
les  capteurs électrochimiques. Par contre, bien que moins développés, les transducteurs 
optiques ou piézoélectriques permettant d’atteindre des sensibilités égales voire supérieures 
aux techniques électrochimiques. Les plus connues sont sans nul doute les capteurs basés sur 
la résonance de plasmon de surface (plus connue sous le nom de méthode SPR) et la 
microbalance à cristal de quartz (QCM). Ces capteurs sans marquage et en temps réel 
permettent de détecter spécifiquement la présence d’analytes avec une haute sensibilité grâce 
à des biorécepteurs d’affinité. Les immunoglobulines couplées au transducteur utilisé en SPR 
ont montré un potentiel important dans les applications diagnostiques, allant de la mesure du 
diabète insulino-dépendant  (9) à la détection de biomarqueurs spécifiques du HIV (136). 
Il est aussi important de noter que parmi les techniques de transduction, il est parfois 
nécessaire que les molécules biologiques soient marquées. Par marquage, il faut comprendre 
que l’analyte contient une étiquette permettant de détecter sa présence. Les marqueurs les plus 
utilisés sont des molécules fluorescentes et leur couplage avec les biomolécules permet une 
détection optique via un microscope. Cependant, le marquage des biomolécules peut entrainer 
une modification de leur structure, donc affecter la qualité de leur reconnaissance et ainsi 
modifier la spécificité de la détection qui est un point critique pour les biocapteurs. C’est 
pourquoi, les technologies ne nécessitant pas de marquage sont d’un grand intérêt et 
représentent une grande part des développements actuels dans ce domaine. 
Les principales caractéristiques d’un biocapteur sont sa sensibilité et sa sélectivité. La 
sensibilité traduit la capacité du transducteur à détecter de faibles variations de la quantité 
d’analytes alors que la sélectivité provient de la capacité du biorécepteur à ne reconnaître que 
l’espèce biologique ciblée. La spécificité reste un point-clé dans le développement des 
biocapteurs ainsi que le maintien de cette spécificité en présence d’autres biomolécules. 
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La croissance du marché des biocapteurs est encore faible, comparativement au 
nombre de leurs applications potentielles. Cependant, les investissements dans les biocapteurs 
devraient permettre, dans les prochaines années, leur forte expansion industrielle. Le défi 
technique de greffer des molécules biologiques sur un transducteur est en effet considérable et 
conditionne l'efficacité du biocapteur. Même si des solutions sont proposées, aucune à ce jour 
n'a apporté de solution universelle totalement performante. 
 
II- TECHNIQUES D’IMMOBILISATION DES BIORÉCEPTEURS 
La technique d’immobilisation des biorécepteurs sur la surface du transducteur est un 
point clé dans le comportement du biocapteur, nécessitant ainsi le développement de 
stratégies d’immobilisation pour une utilisation pratique du biocapteur. Ainsi cette 
immobilisation de l’élément biologique au contact du transducteur ou placé dans une position 
optimale vis-à-vis du transducteur devient impérative pour une bonne détection du signal 
biologique issu du biorécepteur.  
Afin de rendre la bioreconnaissance favorable, il est nécessaire de prendre en compte 
plusieurs critères pour l’immobilisation des biorécepteurs :  
 les biorécepteurs doivent garder leur activité biologique une fois attachés sur la 
surface.  
 le matériel biologique ne doit pas se décrocher, non seulement pendant 
l’activité de reconnaissance mais aussi doit résister aux changements de 
milieux (pT, température, etc.…)  
 le film biologique immobilisé doit avoir une stabilité et une durabilité dans le 
temps.  
 les biorécepteurs doivent avoir un haut niveau de spécificité pour un analyte 
particulier. 
Le contrôle de la distribution et de la densité de biorécepteurs sur la surface font aussi 
partie des critères de choix pour une méthode d’immobilisation. Le point-clé de l’accroche 
des biomolécules sur un substrat concerne les interactions non-spécifiques. En effet, les 
milieux biologiques complexes (telles que le sérum, la salive ou le fluide gingival) sont 
composés d’une large variété d’espèces pouvant interférer avec la couche biologique sensible. 
La couche d’immobilisation doit également être considérée pour limiter en grande partie ces 
interactions non désirées. 
  44 
 
La prise en compte de l’ensemble de ces critères a incité les chercheurs à développer 
des méthodes d’immobilisation de biorécepteurs assez prometteuses en fonction non 
seulement du type de biorécepteurs et de son fonctionnement mais aussi en fonction du type 
de biocapteur.  
Les réactions chimiques mis en jeu lors de l’étape de greffage dépendent du type de 
matériau utilisé et du mode de greffage considéré.   
Plusieurs stratégies d’immobilisation permettent de réaliser une association 
biorecepteur- transducteur :  
2-1- L’adsorption  
Elle met en jeu des interactions de type ionique, hydrophobe ou des liaisons 
hydrogènes entre la protéine et la surface par l’intermédiaire d’un matériau actif. Ce dernier 
peut être des surfaces en verre recouvertes d’une couche très fine de nitrocellulose ou de poly-
L-lysine. Cette méthode se caractérise par sa simplicité de mise en œuvre, sa rapidité 
d’application et sa capacité non dénaturante de la protéine cible. Elle permet entre autre une 
fixation non covalente (fragile) des protéines avec une orientation aléatoire mais celles-ci 
peuvent facilement se détacher sous l’action des variations de ph, de la température, de la 
force ionique etc…(122) Cette technique limite par ailleurs la stabilité et la durée d’utilisation 
des biocapteurs. De plus, la sensibilité reste faible à cause des absorptions non spécifiques.  
2-2- L’inclusion ou le piégeage 
 Cela consiste à englober le biorécepteur dans un gel insoluble tel que le 
polyacrylamide, l’agarose ou la gélatine. Dans ce cas, le biorécepteur est mélangé au 
matériau, puis déposé à la surface. Ainsi il se trouve piéger à l’intérieur des matrices 
polymériques de façon mécanique. Cette méthode permet une bonne conservation de la 
conformation et de l’activité du biorécepteur, du fait de sa fixation relative sur le substrat. 
Mais elle reste néanmoins limitée par la taille des pores du gel qui entraine le relargage des 
biorécepteurs de faible poids moléculaires. 
2-3- le couplage covalent 
L’utilisation d’une liaison forte assure une meilleure fixation du biorécepteur sur le 
support. L’immobilisation peut être réalisée d’une manière directe sur des supports en verre 
fonctionnalisés par des entités chimiques qui interagissent avec les groupements carboxyles 
ou amines des biorécepteurs tels que des aldéhydes ou des époxy (176, 188) . 
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Sur les surfaces recouvertes d’une fine couche d’or, les alcanes thiols sont les plus 
fréquemment utilisés pour créer une liaison forte avec la surface (124). Cette stratégie 
d’immobilisation présente des avantages mais également des inconvénients tels qu’une 
fixation aléatoire des biorécepteurs sur la surface d’or qui peut entrainer une altération de leur 
conformation native et par conséquent une perte de leur activité ou une inaccessibilité du site 
actif.  
Pour obtenir une meilleure réponse (augmenter l’efficacité d’attachement des 
biorécepteurs), il semble important d’éloigner celui-ci de son support, ce qui permet 
d’augmenter son accessibilité et de lui conférer plus de flexibilité. L’insertion d’une chaine de 
radicaux de carbone (CH2) qui va interagir avec les groupements amines ou thiols des 
biorécepteurs est une des alternatives les plus performantes (95). 
Nous nous limiterons dans ce paragraphe à la présentation d’une méthode simple de la 
modification d’une surface d’or par le biais une monocouche auto assemblée. 
 
III- LES MONOCOUCHES AUTO-ASSEMBLÉES (SELF ASSEMBLED 
MONOLAYER, SAM) 
Les monocouches auto-assemblées, plus connues sous le nom de SAMs « self 
assembled monolayers » sont des couches organisées de molécules amphiphiles dont l’une 
des extrémités a une affinité particulière pour le substrat. Afin d’atteindre un bon état 
d’organisation moléculaire, les réactifs utilisés pour former les SAMs sont généralement 
constitués de longues chaînes alkyle qui s’assemblent entre elles par interactions 
hydrophobes. Un segment hydrocarboné avec n≥10 est nécessaire pour atteindre une bonne 
organisation moléculaire de la monocouche à la surface. Ils comportent une extrémité réactive 
capable de se greffer ou de s’adsorber sur le substrat et un groupement fonctionnel situé à 
l’autre extrémité, conférant à la surface les propriétés recherchées (Figure 16) : mouillabilité, 
hydrophobicité, réactivité chimique  etc. 
Les surfaces de SAMs ont ainsi ouvert de nouvelles voies en science des matériaux en 
apportant de nouveaux revêtements de surface uniformément homogènes. 
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Figure 16 : Dépot de monocouches auto- assemblées de thiols sur un support 
 
Pour l’obtention de monocouches auto-assemblées, l’or est le substrat le plus utilisé de 
par son caractère inerte et sa résistance à l’oxydation. Cependant elles peuvent également être 
formées sur d’autres surfaces métalliques telles que l’argent, le cuivre, le palladium ou encore 
le platine. De plus, les surfaces d’or se caractérisent aisément par des techniques optiques 
telles que l’ellipsométrie ou encore par spectroscopie infrarouge. Les SAMs sur l’or ont des 
propriétés électrochimiques et optiques utiles à l’élaboration des biocapteurs. Une grande 
partie des SAMs formées sur les surfaces d’or le sont avec des thiols car l’or forme aisément 
des liaisons avec les atomes de soufre. Les alcanes thiols sont facilement adsorbés à partir 
d’une solution ou en phase vapeur afin de réaliser la monocouche auto-assemblée (SAM). La 
formation de SAM par immersion de la surface d’or dans une solution d’alcane thiol est la 
méthode la plus utilisée car très facile à mettre en œuvre. La surface d’or est généralement 
incubée en présence de la solution de SAM dissous dans de l’éthanol ou un mélange eau-
éthanol à des concentrations comprises entre 1 et 10 mM pendant 12 heures à 48 heures, pour 
atteindre une bonne organisation moléculaire. Les temps longs d’assemblage tendent à donner 
des structures cristallines compactes. Il est aussi important de minimiser l’exposition du 
substrat à l’oxygène, durant le processus d’auto-assemblage, afin de limiter l’oxydation des 
thiols en sulfides ou en autres espèces oxygénées, mais aussi d’améliorer la reproductibilité 
des propriétés du matériau modifié par la SAM, en dégazant la solution de thiol et en la 
maintenant sous atmosphère inerte. 
Le contrôle des propriétés physiques et chimiques des SAMs est conditionné par la 
nature des groupements fonctionnels fixés à l’extrémité libre de l’alcane thiol. Ainsi, la 
mouillabilité du substrat peut être augmentée par l’introduction de fonctions OH et COOH2. 
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D’une manière générale, les réactions chimiques effectuées une fois la monocouche 
construite sont possibles tant qu’elles ne détruisent pas celle-ci et qu’il n’y a pas de gêne 
stérique au niveau de ses groupements fonctionnels. La gêne stérique peut-être réduite en 
utilisant une monocouche mixte : les groupes chimiques seront portés par une chaîne thiolée 
plus longue ce qui la placera au-dessus de la couche sous-jacente. Les monocouches mixtes 
peuvent être avantageuses puisqu’elles permettent d’espacer les groupes réactifs et ainsi 
facilitent les nouvelles réactions et l’immobilisation de molécules. 
Pour caractériser la couche moléculaire de fonctionnalisation ainsi que le suivi de 
l’adsorption des protéines, des phénomènes physiques sont utilisés. Enfin de mieux interpréter 
les résultats, le paragraphe  suivant sera consacré à l’ensemble des techniques de 
caractérisations utilisées durant cette thèse. 
 
IV- TECHNIQUES DE CARACTÉRISATION 
4-1 Plasmon et LSPR (localised surface plasmon resonance) 
La plasmonique est un nouveau domaine de recherche fondamental basé sur l'étude 
des phénomènes de résonance et de propagation des plasmons de surface. En fait, ces derniers 
apparaissent comme des solutions particulières des équations de Maxwell, se formant à 
l’interface entre un milieu métallique et un milieu diélectrique. Ils peuvent être excités par le 
champ électrique associé à une onde lumineuse et se manifestent alors par une oscillation 
collective des électrons libres à la surface du métal. Ces oscillations sont généralement 
classées en deux catégories :  
- Les plasmons de surface étendus, aussi appelés plasmons polaritons, se propagent à 
l'interface entre un métal et un diélectrique (Fig. 17.a). Ils sont associés à une onde de surface 
dont le champ électrique possède des composantes longitudinales et transversales par rapport 
à la direction de propagation. Leur extension dans les milieux diélectriques et métalliques 
dépend de la nature des matériaux et du mode d'éclairement. 
- La deuxième catégorie décrit les plasmons localisés. Ces derniers sont excités au 
voisinage de particules de métal (Fig. 17.b). Il est bien connu que les propriétés physiques 
d'un matériau en volume diffèrent de celles des atomes qui le composent. 
L'or et l'argent sont les matériaux les plus efficaces pour engendrer ce type de 
résonance. Toutefois, il est important de souligner que les plasmons de surface localisés sont 
théoriquement possibles pour tous les matériaux pour lesquels la partie réelle du constant 
diélectrique peut prendre des valeurs négatives (11). 
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Figure 17 : Schéma illustrant deux types de plasmons de surface (a) les plasmons 
polaritons capables de se propager sur des distances micrométriques et (b) les plasmons localisés 
à la surface de petites particules. (Inspiré des travaux de W.L. Barnes et ses collaborateurs (11) 
 
4-2 QCM-D (microbalance à cristal de quartz avec dissipation d’energie) 
Le premier paramètre auquel on peut penser en imaginant l’interaction entre deux 
molécules, est l’augmentation de la masse du système transducteur–ligand qu’elle implique 
dans la fixation de l’analyte. De cette constatation est née la microbalance à quartz : une fine 
pastille de quelques millimètres d’épaisseur et de quelques centimètres de diamètre d’un 
matériau piézoélectrique (voir Figure 18). On met en vibration le quartz dans son premier 
mode de vibration transversal, sa fréquence de résonance est comprise entre 5 et 25 MHz. Du 
fait d’un excellent facteur de qualité aux alentours de 105, la fréquence est très sensible à la 
masse totale en vibration. Ainsi, en immobilisant à la surface d’un tel quartz les ligands, et en 
réalisant un suivi de cette fréquence de résonance lors de la réaction, on peut avoir accès à une 
variation de masse.  
 Principe : La QCM est basée sur les propriétés piézoélectriques du quartz qui, sous 
l’effet d’une contrainte mécanique, subit une déformation qui entraine une polarisation et 
inversement, sous l’effet d’un champ électrique, une polarisation qui entraine une 
déformation. La microbalance à cristal de quartz utilise cette propriété, dans certaines 
conditions notamment de tension et d’orientation du cristal, pour faire vibrer le quartz à sa 
fréquence de résonance (154). Lorsqu’une espèce se fixe à la surface du quartz, sa fréquence 
d’oscillation diminue et cette diminution peut être corrélée dans le cas d’une couche rigide à 
la masse adsorbée, par l’équation de Sauerbrey (65) : DF = - N Dm / Cf avec Cf = 17.7 ng 
cm-2·Hz pour un quartz oscillant à 5 MTz et N l’ordre de l’harmonique. La rigidité de la 
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temps réel comme une parcelle de signal de résonance en fonction du temps grâce une 
détection optique de l’onde réfléchie (voir Figure 19). 
 
 
Figure 19 : Schéma d’une configuration d’un capteur optique basé sur la résonance 
plasmonique de surface .ΔZc et ΔZm sont les grandeurs caractéristiques de la profondeur de 
pénétration de l’onde plasmon de surface dans le milieu diélectrique (milieu des interactions 
biologiques) et le métal respectivement. 
 
 
4-3-1 Principe de la résonance plasmonique de surface 
Le principe de mesure par SPR (Surface Plasmon Résonance) est basé sur la courbe de 
plasmon qui présente la variation de la réflectivité en fonction de l’angle d’incidence (Figure 
20). 
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Figure 20 : Principe de mesure de Biocapteurs à SPR. Courbe de plasmon : variation de 
la réflectivité en fonction de l’angle d’incidence A et la longueur d’onde B 
  
L’optimum de la résonance de plasmons est au voisinage d’un angle d’incidence 
donnant le minimum de réflectivité. Les variations des propriétés de ce pic d’adsorption vont 
permettre de quantifier les perturbations se produisant près de l’interface métal/solution dues 
aux variations de l’indice de réfraction du milieu couvrant, de l’épaisseur  de la couche 
formée et de la concentration d’une molécule cible.  
 Le phénomène de résonance plasmonique de surface dépendant de la constante 
diélectrique du métal : le métal est classiquement de l’or, de l’argent, de l’aluminium ou du 
cuivre, avec un rayonnement à une longueur d’onde adaptée (entre 400 et 1000 nm). 
Il existe une relation linéaire entre l’énergie de résonance et la concentration en masse 
des molécules d’intérêts biologiques tels que les protéines ou l’ADN (166). Le signal SPR 
exprimé en réflectivité (ou en unité de résonance : UR) est une mesure indirecte mais corrélée 
à la quantité en masse présente à la surface. 
 4-3-2 Analyse des données SPR 
Les résultats sont donnés sous forme de sensorgrammes : cinétiques exprimant la 
variation du signal (réflectivité ou unité de résonance) en fonction du temps. Une cinétique 
type comporte deux phases : la première est la phase d’association durant laquelle il y’a 
formation des liaisons avec la cible jusqu’à atteindre une saturation, et la deuxième phase est 
la phase de dissociation.  La première phase  correspond à une augmentation puis à une 
stabilisation du signal SPR est réalisée pendant le temps d’injection à la surface, par contre la 
phase de dissociation correspond plutôt à une étape de lavage avec le tampon de la réaction. 
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Cette surface peut être régénérée pour permettre l’analyse d’autres échantillons. Ceci se 
traduit par une désorption rapide de l’analyte qui fait chuter le signal SPR (Figure 21). 
 
 
Figure 21 : Sensorgramme obtenu avec des interactions biomoléculaires mesurées par un 
biocapteur SPR  
 
4-4 PM-IRRAS (Spectroscopie InfraRouge à incidence rasante avec modulation 
de la polarisation) 
La spectroscopie infrarouge à transformée de fourier (IRTF) est une technique 
d’analyse physico-chimique qui sonde les liaisons entre les noyaux atomiques et leurs 
arrangements. Elle permet de mesurer avec précision le spectre IR d’une couche moléculaire 
sur une surface (50, 125). C’est une des méthodes qui permet d’accéder directement à 
l’information moléculaire, à la nature chimique et à l’organisation conformationnelle et 
structurale des matériaux analysés. 
La diversité des montages expérimentaux permet la caractérisation de pratiquement 
tout type d’échantillon, quel que soit leur état physique ou de surface. Dans le cas des couches 
ultra-minces inferieures à 500 A d’épaisseur, la spectroscopie IRTF conventionnelle atteint 
ses limites de sensibilité et de détectivité. On utilise ainsi la méthode de réflectivité 
différentielle basée sur la modulation rapide de la polarisation de l’onde électromagnétique 
(spectroscopie infrarouge de réflexion absorption par modulation de polarisation (PM-
IRRAS) qui privilégie les absorptions de surface. Sur un spectre IR, on visualise des bandes 
ou des pics d’adsorption. Chaque bande est associée à une liaison chimique entre deux 
atomes.  Dans ce travail, les variations de l'intensité  et de la position du signal PM-IRRAS 
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sont utilisés pour analyser la composition chimique, le suivi de l’adsorption des protéines à 
chaque étape voire, dans certains cas, pour la transduction du signal du biocapteur ex-situ, les 
différentes réactions de surface sur une couche mince d’or. En outre, dans PM-IRRAS les 
propriétés de la lumière polarisée sont utilisées pour déterminer l'orientation moléculaire sur 
un substrat.  C’est une méthode précise pour la caractérisation des couches moléculaires sur  
un film mince et est des facteurs clés de la nanotechnologie moderne. Dans le spectre IR de la 
surface spécifique obtenue avec ce procédé, il est possible d'en déduire la composition 
chimique des films, l'orientation des molécules et la quantité relative de matière sur la surface.  
Ces phénomènes physiques seront utilisées dans les chapitres suivant pour suivre, 
caractériser les surfaces fonctionnalisées. 
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CHAPITRE III- DÉTECTION DIRECT DES PROTÉINES D’INTÉRÊT PAR LSPR 
Article 1: voir annexes 
3 Limitation de la technique de détection  
Article 2 : voir annexes 
B-Non spécificité 
 
GÉNÉRALITÉS ET  INTRODUCTION 
L’or est aussi précieux pour ces caractéristiques optiques, thermiques et chimiques 
qu’il présente à l’échelle nanométrique ; cette taille ne modifie pas ses propriétés inoxydable 
et inaltérable. L’or acquiert, en effet, lorsqu’il est réduit en particules de la taille de quelques 
nanomètres des propriétés optiques très intéressantes. Ce phénomène s’explique par une 
augmentation du nombre d’atomes de surface avec la diminution de la taille des particules. 
Ces dimensions font naitre des propriétés uniques et inattendues et en font le candidat idéal 
pour de nombreuses applications dans des domaines variés tels que l’optique, l’électronique, 
le magnétisme, le catalyse et la médecine.  L’intérêt de la science pour ce matériau ne date pas 
d’aujourd’hui. Déjà, en Egypte, en Chine et en Inde, la médecine antique en aurait fait usage 
pour soigner des ulcères de la peau ou certaines maladies infectieuses. Le choix de l’or est 
liée, surtout dans le domaine de la santé, aux propriétés optiques et à la biocompatibilité des 
nanoparticules d’Au.  
 Ces propriétés optiques sont déjà utilisées dans l’antiquité pour la décoration mais 
aujourd’hui on sait les expliquer et surtout les exploiter (Figure 22). 
 
 
 
 
Les domaines d’utilisation des particules d’or sont divers et variées. Dans le cas de la 
dépollution, les nanoparticules d’or permettent la réaction de transformation du monoxyde de 
Figure 22: Verre contenant des nanoparticules qui lui confèrent sa couleur 
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carbone CO (un gaz particulièrement toxique, incolore, inodore, insipide et non irritant) en 
dioxyde de carbone CO2 à température ambiante (31). Ce phénomène est utilisé dans la 
fabrication des masques de pompiers,  des revêtements de tunnels, des pots catalytiques. 
 En médecine, ils ont montré leurs preuves dans le diagnostic précoce (détection 
d’agents infectieux, détection de molécules cibles, agents de contrastes pour localiser les 
tumeurs) et la thérapie (vectorisation des médicaments, hyperthérapie, radiothérapie). 
1- Propriétés optiques des nanoparticules d’or 
 Il y’a un changement de couleur du jaune au rouge, ceci est dû au fait que dans les 
nanoparticules, les atomes adoptent un comportement collectif, si bien qu’ils n’absorbent pas 
les mêmes longueurs d’onde du spectre de lumière visible. Ainsi Les propriétés optiques 
spécifiques des nanoparticules métalliques sont une conséquence de l’apparition de la 
résonance plasmon de surface dans leur spectre d’absorption. Pour les métaux nobles, elle se 
situe dans la gamme visible du spectre. Ainsi l’assemblage des nanoparticules d’or peut donc 
être parfaitement caractérisé par spectroscopie d’absorbance UV-visible. Ce dernier est une 
des techniques les plus adaptée pour l’étude des modifications de surface des  nanoparticules 
d’or.  
Sous le terme de plasmon de surface, on désigne l’oscillation collective des électrons 
de conductions à la surface des particules métalliques en réponse à l’excitation par une onde 
électromagnétique. Cette oscillation collective se manifeste dans la réponse optique par une 
bande d’absorption dont les caractéristiques (position, largeur, amplitude spectrale, sensibilité 
à la polarisation) dépendent non seulement des propriétés intrésinques des nanoparticules d’or 
(composition, structure, taille et forme) mais aussi de leur organisation et l’environnement 
local immédiat (70, 180). Le suivi du déplacement de cette bande constitue un moyen efficace 
pour rendre compte de l’agglomération des nanoparticules (22). Pour les nanobâtonnets 
métallique, la résonance plasmon se décompose en une bande d’absorption à basse énergie 
(bande longitudinale) et une bande d’absorption à haute énergie (bande transversale). En ce 
qui concerne la bande transversale, elle correspond aux oscillations des électrons 
perpendiculairement à l’axe principal. Quant à la bande longitudinale, elle résulte des 
oscillations des électrons le long de l’axe principal, elle est décalée vers le rouge et dépend 
fortement du rapport d’aspect (longueur du nanobâtonnets /diamètre). Ainsi, lorsque le 
rapport d’aspect des nanobâtonnets augmente, La bande longitudinale est décalée vers le 
rouge et la séparation entre les deux bandes plasmon devient plus prononcée. 
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Les nanoparticules d’or anisotropes, comme les nanobâtonnets d’or, ont des propriétés 
optiques supplémentaires. En plus de la résonance plasmon de surface dans le visible, elles en 
possèdent une seconde dans le proche infra-rouge. Pour toutes ces raisons, les nanoparticules 
d’or sont utilisées comme particule modèle. La section efficace d’absorption de l’or est 
grande, ce qui permet de travailler en milieu très dilué. 
A ces avantages, il faut ajouter que les particules d’or présentent une chimie de surface 
particulièrement intéressante à la fonctionnalisation par des molécules à base de soufre 
comme les thiols. Ce qui permet d’établir une liaison forte des protéines à la surface de l’or. Il 
est ainsi possible de concevoir et de développer des outils de diagnostic et de détection 
rapides (kits) contenant de l’or adsorbé dans des anticorps ou antigènes spécifiques aux 
milieux à analyser. 
L'interaction entre GNRs (Gold Nanorods en anglais ou nanobâtonnets d’or) stabilisés 
au CTAB et les différentes protéines a été caractérisée par spectroscopie d'extinction. Les 
spectres ont été enregistrés à l'aide d'un spectrophotomètre Kontron Uvikon 941 dans la plage 
de 400 à 800 nm avec 1 nm de résolution. Ces spectres ont été ajustés en utilisant la "Multi-
peak fit" de l’outil Origin®  type Lorentzian. 
2- Propriétés biologiques des nanoparticules d’or (AuNPs) 
Dans les applications cliniques, les AuNPs peuvent avoir des avantages par rapport 
aux autres nanoparticules métalliques en termes de la biocompatibilité et non cytotoxicité. 
Elles fournissent des supports non toxiques pour la délivrance (56), leur taille peut être 
facilement contrôlée pendant la synthèse et leurs surfaces peuvent être commodément 
fonctionnalisées avec différents types de molécules (31, 131) et peuvent spécifiquement 
interagir avec un système  ou un liquide physiologique tels que le sérum, le sang, le fluide 
gingival (77). Elles ont également été exploitées pour leur potentiel d’application dans 
l’hyperthermie des cellules cancéreuses (119). Il a été prouvé que l’or ne laisse aucun trace, 
ne s’accumulait au niveau des tissus sains et n’avait pas effet sur le système immunitaire. 
3- Description des nanoparticules d’or utilisés dans cette thèse 
Les nanobâtonnets d'or ou GNRs utilisés dans ces travaux, ont été synthétisés par un 
procédé de croissance en deux étapes à température ambiante. Tout d'abord, une solution de 
graines de nanoparticules d'or a été synthétisée en présence de bromure de 
cétyltriméthylammonium (CTAB) tensio-actif et, par la suite, incorporé avec une quantité 
appropriée de solutions d'acide tétrachloroaurique nitrate d'argent. Ces nanobâtonnets d’or 
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constante et ne dépend pas de la masse moléculaire des protéines. En outre, nous avons pu 
démontrer que la sensibilité de ce capteur de LSPR est d'environ 10 -9  M sur une gamme de 
concentration de 10 -10 à 10 -8  M. Des simulations nous ont également permis de montrer que 
le nombre de protéines adsorbées à la surface GNRs est d'environ 40. Ces résultats ont fait 
l’objet d’un premier article qui s’intitule : GNRs Localized Surface Plasmon Resonance 
(LSPR) Biosensor for the Protein Detection. 
5- Limites de cette étude 
A terme de cette étude, les observations que nous avons fait nous permet de confirmer 
les résultats des études antérieurs. L’environnement du solvant ainsi que la température ont 
une grande influence sur les assemblages des nanoparticules d’or mais en plus il pouvait être 
de bons capteurs capables de détecter des protéines dans un milieu complexe. Cependant, ce 
type de capteur ne nous permettait que d’avoir des informations sur : les caractéristiques 
qualitatives des protéines à détecter, leurs modes d’accroches  ainsi que leurs positions sur les 
nanobâtonnets d’or.  Par contre, très peu  de renseignements étaient recueillis en ce qui 
concernait les paramètres quantitatifs tels que leurs poids molécules, leurs tailles, leurs 
concentrations en solution (identification des protéines). Un déplacement de la bande plasmon 
peut être attribué à la présence de protéines à proximité des nanobâtonnets. 
 Nous avons observé un déplacement de la bande plasmon  longitudinale vers les 
grandes longueurs d’ondes  alors qu’aucun déplacement n’était visible au niveau du mode 
transversal. Ces protéines s’absorbaient aux extrémités des nanobâtonnets d’or. 
Utilisé les nanobâtonnets comme capteur sans étiquette dans la détection des protéines 
nous semble être acquis. Cependant certains problèmes liés à sa spécificité doivent être 
résolus. Raison pour laquelle, on est allé un peu plus loin dans la recherche pour mettre au 
point un capteur à la fois sensible et spécifique permettant ainsi une détection simple et rapide 
des protéines. Et pour cela, il faudra expliquer l’origine des liaisons qui se forment entre les 
GNRs et les proteines. Ce travail a fait l’objet d’un second article intitulé : Study of gold 
nanorods–protein interaction by localized surface plasmon resonance spectroscopy. 
6- Comment pallier la non- spécificité des nanobatonnets d’or utilisés comme 
capteur plasmonique : Objet du second article 
Dans cet article, nous avons étudié l'interaction de GNRs avec différentes protéines 
tels que l'anhydrase carbonique, le lysozyme, ovalbumine et la BSA en  faisant varier leurs 
concentrations par spectroscopie à UV- vis. Comme dans l’étude précédente, nous n’avons 
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observé que le déplacement longitudinal LSPR qui était plus significatif pour la 
compréhension des phénomènes d’interaction entre les nanobâtonnets d’or et les protéines. De 
ces travaux, nous avons conclu que le poids moléculaire des protéines n'est pas un paramètre 
crucial pour caractériser cette interaction. Considérant la concentration des protéines, le point 
isoélectrique et la MSA (solvent molecular surface aera) nous ont permis d’expliquer les 
résultats expérimentaux. Ainsi, une attention particulière est portée au résidu cystéine (Cys)  
car il est le seul acide aminé qui possède un groupement thiol qui est réputé formé des liaisons 
covalentes. Situer son emplacement sur la protéine nous permet de mieux identifier les sites 
de liaison potentiels sur les protéines. La nature de la liaison entre l’atome de soufre et l’or a 
longtemps été discuté mais la plupart des articles s’accordent aujourd’hui avec l’idée que la 
liaison est covalente et forte et conserve un caractère ionique. Des études antérieures (107) ont 
montré que les  interactions entre les protéines et les GNRs dépend d'une part de l'existence 
d'une Cystéine à l'intérieur de la protéine et d'autre part de l'accessibilité du groupe thiol du 
résidu Cystéine. Ici, l'accessibilité de soufre est estimée par la notion de zone de surface 
moléculaire (MSA) (144). La MSA se définit ainsi comme la surface d'une biomolécule qui 
est accessible à un solvant. 
Malgré des résultats satisfaisants (GNRs : outil d’analyse quantitatif), certains 
paramètres (pH du milieu, point isoélectrique, équilibre acido-basique superficiels etc) restent 
difficiles à contrôler mais également à contourner. Cependant, mes études aideront à la bonne 
compréhension des interactions entre GNRs et protéines. Néanmoins une étude théorique 
approfondie des interactions electrostatiques entre nanoparticules d’or et protéines nous 
semble nécessaire enfin d’augmenter la sensibilité et surtout la spécificité de ce type de 
capteur. Raison qui nous pousse à abandonner temporairement dans le cadre de cette thèse ce 
candidat (GNRs comme biocapteur plasmonique) et d’orienter nos recherches vers d’autres 
types de capteurs tels que les immunocapteurs (reconnaissance des cibles par des récepteurs 
biomolécules greffés sur une surface d’or). La suite de ce travail sera orientée essentiellement 
vers des procédés d’immobilisation conduisant à une fixation stable, spécifique des protéines 
permettant ainsi un diagnostic, rapide, simple, facile à standardisé et de cout modéré (kit pour 
réaliser des tests diagnostic ou thérapeutique au cabinet dentaire). 
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CHAPITRE IV - SPÉCIFICITÉ DE LADÉTECTION : MISE AU POINT D’UNE 
SURFACE  BIORÉCEPTRICE 
 
1 – Le but de la fonctionnalisation 
Dans le domaine des immunocapteurs, les travaux de recherche concernent 
essentiellement la couche sensible soit pour optimiser la spécificité de la reconnaissance 
biologique, soit pour améliorer la sensibilité de la transduction. Ainsi, la détection de 
biomolécules dans des milieux complexes tels que le sérum, le sang, les liquides biologiques 
nécessite une couche biologique favorable à une reconnaissance hautement spécifique et 
fortement sensible. Il est donc fondamental d’agir sur des facteurs clés à comme la densité et 
l'orientation des biorécepteurs immobilisés. Cela consiste notamment à la mise au point d'un 
protocole de fonctionnalisation de la surface d'or permettant alors une accroche optimisée de 
ces biorécepteurs. Dans le cas des anticorps, l’objectif est d’établir des liaisons covalentes 
entre la surface d’or et les protéines et ainsi d’avoir une spécificité de greffage des anticorps 
sur l’or. Cependant il est difficile de lier directement des protéines à une surface d’or de 
manière contrôlée. En effet, la liaison des protéines sur des surfaces solides peut être délicate 
compte tenu de la nature métastable de beaucoup de protéines ainsi que de leur grande variété 
de propriétés physico chimiques. L’interaction de la protéine sur une surface solide sans 
revêtement peut entraîner sa dénaturation et conduire à une perte de sa fonction biologique. 
Pour pallier ce problème, il a été suggéré de fonctionnaliser chimiquement la surface d’or 
c’est-à-dire de créer sur celle-ci des groupements chimiques particuliers qui pourront former 
un lien covalent avec les protéines à greffer. Le greffage covalent des anticorps nécessite donc 
au préalable une fonctionnalisation de la surface d’or par une couche d’accroche 
intermédiaire. De ce fait, fonctionnaliser les surfaces d’or consiste à attacher des groupes 
chimiques fonctionnels spécifiques de façon covalente sur cette surface pour améliorer les 
propriétés du matériau de détection (création d’un environnement fonctionnellement plus actif 
et réduction de la non –spécificité liée à la surface du métal). Dans notre cas, la fonction est 
assurée par la formation de monocouche de thiols à chaines saturées qui s’auto-assemblent 
spontanément sur l’or (SAM : Self- assembled monolayers). Pour obtenir le protocole de 
fonctionnalisation le plus adapté à nos objectifs, nous avons réalisé des tests afin d’évaluer les 
performances de différentes méthodes chimiques. Les agents  de liaisons utilisés sont la DSP 
(propionate de succinimidyl), le MUA (acide 11-mercaptoundecanoique), le thiolated PEG 
(poly ethyl glycol) et le MUA/MOH (6-mercapto-1-hexanol).  
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Des outils de référence tels que la résonance plasmonique de surface (RPS ou en 
anglais Surface Plasmon Resonance SPR), SERS (surface enhanced resonance spectroscopy), 
la microbalance à quartz avec dissipation d’énergie (QCM-D) et la spectroscopie infrarouge à 
incidence rasante avec modulation de la polarisation (PM-IRRAS) seront utilisés pour 
caractériser et optimiser la couche biologique sensible, pour suivre l’interaction entre les 
molécules biologiques greffées à la surface du capteur (par exemple les anticorps) et les 
molécules cibles (détection des interleukines dans le fluide gingival qui est la finalité de ce 
travail) et pour étudier la réactivité de surface après fonctionnalisation, l’ensemble de ces 
méthodes étant complémentaires les unes des autres. 
Le modèle biologique choisi (le couple ribonucléase A / anti-ribonucléase) est 
suffisant pour des études préliminaires de reconnaissance biologique et de réactivité de 
surface. Une preuve de concept nous permettra de passer aux protéines d’intérêt à savoir les 
interleukines (IL6, IL8) qui sont des marqueurs de l’inflammation dans le fluide gingival. 
Cette option a été choisie car les difficultés liées aux protéines sont de plusieurs 
ordres. Tout d’abord, l’obtention de protéines recombinantes suffisamment pures et 
antigéniquement réactives une fois purifiées peut s’avérer coûteux et donc être un facteur 
limitant pour des études systématiques. Ensuite, la structure tertiaire de protéines limite leur 
immobilisation contrôlée à la surface d’un support et le maintien de l’antigénicité après 
immobilisation. De ce fait, l’optimisation de la couche d’accroche se fera sur ce modèle 
biologique bien connu. De nombreuses méthodes d'immobilisation des anticorps sur les 
surfaces d'or ont été rapportées parmi lesquels l'utilisation de surface auto-assemblée simple 
ou mixte. Ces méthodes semblent être attractives, permettant une orientation favorable de 
l'anticorps et mène ainsi à une activité biologique satisfaisante du capteur.  
Le but de ce chapitre est de comparer l’efficacité de différents procédés de greffage 
utilisés faisant appel à des systèmes auto-assemblés pour le greffage d’anticorps sur le 
substrat d’or. L’état de surface du matériau doit être contrôlé après chaque étape pour 
apprécier et valider la stratégie de fonctionnalisation employée. Ceci implique une mesure 
quantitative du nombre de ligands et d’anticorps immobilisés mais aussi un contrôle de la 
chimie de surface, en particulier des liaisons établies entre les différentes couches déposées à 
la surface de l’or. 
Dans le cas des immunocapteurs, ces différentes étapes sont à maîtriser, comme 
représenté sur la Figure 25. 
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Figure 25 : Représentation schématique de la construction d’un immunocapteur. 
 
2- Protéine modèle : la ribonucléase A 
Nous nous proposons de choisir comme modèle d’étude un couple de protéines 
connues : la Ribonucléase A (Rnase A) et l’antiRibonucléase (AntiRnase A : anticorps 
associé). 
La Rnase est une des plus petites protéines à activité enzymatique. Sa masse 
moléculaire est de 12500 daltons. Elle produit des oligoribonucléotides terminés par un 
nucléotide-phosphate 2’,3’-cyclique dont la base azotée est une pyrimidine.  
La Rnase A est l’enzyme de la digestion des ARN chez les animaux. Elle agit comme 
une endonucléase, préférentiellement après les nucléotides à pyrimidine, en hydrolysant la 
liaison entre le phosphate et le carbone 5’ du nucléotide suivant. Elle hydrolyse les ARN 
jusqu’à un mélange d’oligonucléotides se terminant tous par un nucléotide à pyrimidine 
estérifié par un phosphate en 3’. Elle est l'une des plus robustes enzymes utilisées 
couramment en laboratoire. 
 Depuis de nombreuses années, elle est très étudiée et accessible pour un faible coût. 
Sa conservation est facile et elle reste active pendant longtemps. 
 
 
  
 Figure 26 : Structure de la Ribonucléase  
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3 - Anticorps 
Les anticorps sont des glycoprotéines produites par le système immunitaire en réponse 
aux espèces étrangères à l’organisme. Ils appartiennent à la famille des immunoglobulines. Ce 
sont les régions variables des chaînes légères et lourdes qui se replient dans l'espace pour 
former les sites de combinaison anticorps-antigène, c'est à dire les sites qui se lient aux 
antigènes particuliers contre lesquels les anticorps sont dirigés. 
 
 
 
Figure 27 : Représentation schématique d’un anticorps 
 
Le choix de l’anticorps s’est porté sur un monoclonal car la spécificité des anticorps 
monoclonaux est beaucoup plus contrôlable que celle des polyclonaux. Il présente certains 
avantages tels que la sélectivité, l’affinité et la facilité de production. L’anticorps a été couplé 
au bras pyrrolylundécanoate de N-hydroxysuccinimidyle. Plus précisément, les fonctions 
aminées terminales libres (extrémité N-terminale de la chaîne peptidique, chaînes latérales des 
lysines) vont réagir avec la fonction ester activé du bras espaceur pour donner un lien covalent 
de type amide. 
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4- Optimisation de la fonctionnalisation d’une surface d’or  
La fonctionnalisation de surface a été réalisée par l’intermédiaire d’une monocouche 
auto-assemblée de molécules thiolées, qui peut être simple ou mixte, sur un substrat d’or. Le 
groupement de tête –ST interagit de manière covalente avec l’or selon la réaction :  
R-ST + Au → R-S-Au + H+ e- 
Cette chimie rapide (< 1 jour) en phase liquide dans des solvants polaires (comme 
l’éthanol) permet la fonctionnalisation de la surface d’or pour une immobilisation efficace de 
biorécepteurs par greffage covalent. L’interaction or-thiol s’arrête à la formation d’une 
monocouche, favorisant l’uniformité lors de l’immobilisation des biomolécules, contrairement 
aux multicouches. 
Le groupement fonctionnel de queue –COOT constitue un site d’accueil privilégié, 
après activation, pour l’accroche covalente des anticorps, afin de pouvoir détecter la molécule 
cible. 
Pour diversifier les stratégies d’accroche et optimiser le protocole d’immobilisation 
des antigènes, des études sur l’accroche de ces protéines sur la surface d’or par l’intermédiaire 
des ligands suivants DSP, PEG, MUA/MOT ont été réalisées. L’interaction avec des 
anticorps a été effectuée, afin de démontrer la faisabilité de ces protocoles permettant d’en 
choisir un dont le fonctionnement aura été optimisé. Ce système ainsi développé doit aboutir à 
une surface bioreceptrice, génératrice d’un capteur ultra spécifique et sensible. Pour cela, il 
nous faut un SAM (System Autoassembly Monolayer) qui organise convenablement les 
molécules sur la surface d’or, pour passer à l’étude de nos protéines d’intérêt marqueurs de 
l’inflammation : les interleukines IL (IL-6, IL-8). 
 
4-1 Immobilisation du biorecepteur par l’intermédiaire du DSP 
La réalisation d’une fixation de l’anticorps par un agent de couplage et présentant une 
bonne tenue en température et dans le temps confère aux capteurs une grande résistance aux 
rinçages. 
Le propionate de succinimidyl (DSP) encore dit Réactifs de Loman’t (DSP) est un 
amine-réactif de réticulation homobifonctionnel. La liaison formée entre le DSP et la surface 
de l'or est très stable et résistante due à la liaison entre le soufre et l’or. La liaison disulfure du 
DSP se forme rapidement à la surface de l'or tandis que les groupes du NHS actifs de chaque 
côté du DSP sont réactifs vis à vis des groupes amines primaires des protéines. La détection 
directe d’une protéine, la Rnase A en faible quantité est objectivée par l’observation d’un 
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signal vibrationnel significatif. Le but final est alors d’atteindre des concentrations d’analyste 
(Rnase A) de l’ordre de 10-12 mol/L. La fonctionnalisation est réalisée sur des surfaces d’or 
qui peuvent être des films plats ou nanostructurés selon la technique de caractérisation de 
surface.  
4-1-1 Matériels et méthodes 
Généralement, il n’est pas intéressant de déposer directement les molécules cibles sur 
les surfaces en particulier sur celles de métaux nobles (l’or ou l’argent). La fonctionnalisation 
de surface consiste alors à attacher des groupements chimiques fonctionnels spécifiques de 
l’analyte à détecter. Ces groupements forment alors une couche bioréceptrice sur la surface 
métallique permettant la capture sélective de l’analyte. Le principe de la fonctionnalisation de 
surface est basée sur l’accroche covalente du biorécepteur sur cette surface pour améliorer la 
réactivité chimique du matériau de détection vis à vis de l’analyte (création d’un 
environnement fonctionnellement plus actif et réduction de la non–spécificité liée à la surface 
du métal). Dans la littérature, l’argent et l’or sont les métaux les plus utilisés pour la 
fabrication de substrats DRES (43, 66, 113). L’immobilisation de molécules peut modifier le 
support ou la surface d’attachement (polymères, silicium monocristallin, lames de verres ou 
surfaces d’or) (23, 116). Cette modification peut s’effectuer par traitements chimiques, dépôt 
simple d’agents de couplage ou de molécules d’interface (40, 120).  
 
 4-1-1-1-Stratégies de fonctionnalisation  
Au cours de ce travail, deux stratégies d’immobilisation ont été étudiées sur des 
substrats en quartz ou en verre recouverts d’un film d’or (film plat ou nanostructuré en 
fonction de l’épaisseur d’or déposée). Les deux stratégies envisagées sont l’accroche directe 
de l’anticorps sur la surface d’or (stratégie 1) et l’accroche de l’anticorps par l’intermédiaire 
d’un ligand (stratégie 2). Dans ce dernier cas, ligand utilisé est le DSP. Les deux protocoles de 
fonctionnalisation sont détaillés ci-dessous. 
Stratégie 1 
Six solutions d’anticorps (mouse monoclonal ab 50974) ont été diluées dans une 
solution de Phosphate Buffer Serum (PBS) de 0.2M à pH 7.4 puis directement déposées sur la 
surface d’or (sensorchip, SIA Kit Au, GETealthcare, France pour les expériences SPR). Six 
concentrations d’anticorps comprises entre 1.98.10-9M à 6.6.10-7M ont été testées. Le flux de 
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solution injectée dans le système SPR (Biacore 3000®, GE Tealthcare, Europe) a été de 5μL 
avec des intervalles de temps de 60 secondes. 
Stratégie 2 
L’immobilisation de l’anticorps sur les surfaces d’or se fait par l’intermédiaire de la 
molécule de DSP (Proteochem Inc. Denver, USA) (66). Ce ligand a donc une double 
réactivité chimique : une vis à vis de l’or et une vis à vis des anticorps, chacune étant située à 
une extrémité de la molécule de DSP. Ce deuxième protocole de fonctionnalisation de surface 
se réalise en plusieurs étapes. 
Tout d’abord, la surface d’or est activée par une solution de DSP. Celle-ci est préparée 
en diluant 4mg de DSP dans 1mL de DMSO déshydraté, (Sigma-aldrich, Lyon, France), ce 
qui correspond à une concentration de 10-6M. La surface d’or est immergée dans la solution 
de DSP pendant 30 mn à température ambiante. La surface est ensuite rincée avec du DMSO 
puis avec de l’eau distillée pour éliminer les molécules de DSP en excès non accrochées à 
l’or. La surface d’or est ainsi activée avec des groupements NTS. 
Dans un second temps, une solution d’anticorps (10μg/μL soit une molarité de 
6.66.10-6M) est immédiatement ajoutée sur la surface d’or activée et laissée à température 
ambiante pendant 1 à 4 heures. Une telle concentration correspond à une densité de surface de 
dépôt de l’ordre de 200000 anticorps/μm2. En dernier lieu, la surface d’or est rincée avec de 
l’eau pour enlever les excès d’anticorps non immobilisés.  
 
 4-1-1-2-Technique de caractérisation 
Des mesures par Résonance de Plasmons de Surface (SPR) (système Biacore®) et 
DRES ont été réalisées sur ces surfaces fonctionnalisées. La SPR permet de mesurer en temps 
réel et sans marquage toute interaction biologique avec la surface fonctionnalisée (130). Il a 
ainsi été démontré que l’exploitation des plasmons de surface permet des analyses 
quantitatives de certaines réactions biomoléculaires (66, 73). 
Les mesures DRES ont été réalisées en parallèle sur un spectromètre LABRAM 300® 
(HORIBA, Jobin Yvon, France) à 633 nm (laser Helium-Néon). Lors de l’acquisition des 
données, le choix du réseau est important puisqu’il influence la résolution spectrale. Un 
réseau de 600 traits/mm est utilisé donnant une résolution spectrale d’environ 3cm-1. 
Les substrats DRES ont été réalisés par évaporation sous vide d’un film d’or sur une 
surface plane de verre. Le dépôt d’un film de 4 nm d’or permet d’obtenir une surface 
rugueuse à l’échelle nanométrique permettant l’exaltation du signal Raman en DRES. 
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4-1-2-Résultats 
4-1-2-1-Mesures SPR 
Stratégie 1 : Dépôt d’anticorps seul sur les surfaces d’or 
Le sensogramme (figure 28) exprime la variation du signal SPR en fonction du temps. 
L’intensité de ce signal permet de quantifier le nombre de molécules capturées sur la surface 
d’or. La réponse qui est directement proportionnelle à la concentration de molécules sur la 
surface du sensorchip est exprimée en Resonance Units (RU) ou réponse unitaire. 
  
 
 Figure 28 : Sensogramme représentant la quantité d'anticorps immobilisés après 
injection de la solution d’anticorps à différentes concentrations sur une surface d’or nue. 
 
Le nombre de RU augmente avec la concentration d’anti-corps injectés jusqu’à 
atteindre la saturation de la surface au fur et à mesure des injections de solutions d’anticorps à 
différentes concentrations. Entre la 5ème injection (10μg/μL soit 6.6.10-8M) et la 6ème 
injection (30μg/μL soit 1.98.10-7M) le maximum de réponses est observé. Au-delà de cette 
concentration, la courbe évolue de façon lente (figure 28, tableau II). La courbe d’affinité 
obtenue (figure 29) correspond à la concentration permet de déterminer la constante d’affinité 
anticorps/antigène, concentration pour laquelle la RU de la réaction est égale à la moitié de la 
RU maximale (EC50). Elle traduit l’affinité de la molécule au substrat. 
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Tableau II : Concentrations de solutions d’anticorps utilisés et réponses 
unitaires obtenues après injections de la solution d’anticorps. 
 
 
  
 
Figure 29 : Evolution de la RU en fonction de la concentration d’anticorps injectée sur la 
surface d’or nue. 
 
Trois phases bien distinctes sont observées sur la courbe d’affinité. 
Phase I : la RU est directement proportionnelle à la concentration d’anticorps injectée 
sur le sensorchip. Le nombre d’anticorps immobilisés augmente proportionnellement avec la 
concentration. 
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Phase II : une faible diminution du nombre d’anticorps immobilisés est notée malgré 
une augmentation de la concentration (diminution de la pente). 
Phase III : la RU augmente faiblement malgré une concentration plus importante des 
anticorps (faible pente). On attend un palier indiquant la saturation de la surface d’or. 
 
Stratégie 2 : Immobilisation de l’anticorps sur la surface d’or par l’intermédiaire 
du DSP  
Dans le cas de la stratégie 2, une augmentation brutale du signal est observée lorsque 
la concentration passe de 10 à 30 μg/μL pour devenir stable au-delà de cette concentration 
(Figure 30, courbe rouge), alors que la courbe est décalée vers les plus grandes concentrations 
pour la stratégie 1 (courbe noire). Le calcul de la constante d’affinité de l’anticorps puis de 
l’anticorps + DSP nous donne  respectivement 1.57 10-8 M et 5.10 10-8M. L’utilisation de la 
DSP permet d’améliorer l’affinité de l’antigène vis-à-vis de l’anticorps et par conséquent 
l’efficacité du biorécepteur. 
 
 
Figure 30 : Courbes d’évolution de la variation de la RU en fonction du logarithme de la 
concentration pour l’or nu (courbe noire) et pour l’or fonctionnalisé avec le DSP (courbe en 
rouge). 
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4-1-2-2 Mesures DRES sur film d’or   
Ces mesures ont été réalisés sur des substrats DRES constitués de deux éléments: un 
substrat de verre et une couche métallique (4 nm d’épaisseur) nanostructurée et déposée à la 
surface d’un substrat en verre. Le temps d’acquisition de la mesure est de 10secondes. 
 
 
 
Figure 31 : a) spectre Raman des anticorps en poudre (courbe rose), b) et c) spectres 
DRES des anticorps déposés, respectivement, sur de l’or nu (courbe noire) et sur une surface 
d’or fonctionnalisée avec le DSP (courbe rouge). Longueur d’onde d’excitation : 633 nm, temps 
d’acquisition : 10 secondes. 
 
4-1-3-Discussion 
4-1-3-1 Mesure SPR  
L’objectif des mesures par SPR proposées est de déterminer quelle est la meilleure 
stratégie d’immobilisation d’anticorps sur la surface d’or afin de développer un capteur SERS 
pour la détection de molécules biologiques en faibles concentrations. 
L’anticorps utilisé est monoclonal et présente donc plusieurs avantages du point de 
vue de la sélectivité, de l’affinité et de la facilité de production. Grâce à leur haute spécificité, 
l’utilisation d’anticorps permet la détection d’analytes en très faibles quantités. A titre 
d’exemple, la protéine Bovin Serum Albumin (BSA) a pu être récemment détectée de façon 
spécifique à la surface d’un levier piézoélectrique (73, 83). De même, Homola et co. a mis en 
évidence la présence de staphylocoques dans du lait par une réaction d’anticorps–antigène 
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(75). Dans notre cas, le sensogramme SPR est obtenu après injection d’une solution de 
tampon suivi de l’injection de solutions d’antigènes de concentrations variables allant de 
1.98.10-9 M à 6.6.10-7 M. A chaque injection d’une solution d’antigènes, ces derniers 
interagissent avec les anticorps greffés sur la surface d’or lors d’une phase d’association 
jusqu’à saturation de la surface d’anticorps. Lors d’une deuxième phase, l’injection d’une 
solution tampon de la réaction (PBS) induit la dissociation des antigènes en excès non 
accrochés aux anticorps. Cette phase correspond à une étape de lavage de la surface 
bioréceptrice. Sur la courbe d’affinité, le nombre d’antigènes immobilisés augmente avec la 
concentration de la solution d’antigène pour des concentrations entre 0 et 10-7 M. La pente de 
la courbe diminue pour des concentrations supérieures jusqu’à atteindre un plateau 
correspondant à une occupation presque totale des sites des anticorps par les antigènes 
(saturation de la surface). La concentration d’antigènes nécessaire pour saturer la surface d’or 
est d’environ 2.10-7 M pour la stratégie 1 et inférieure à 10-7 M pour la stratégie 2. Ainsi au-
delà de cette concentration, on remarque qu’il est impossible d’augmenter de façon 
significative la RU. Stenberg et co ont montré que le signal SPR varie de manière linéaire 
avec le taux de recouvrement de l’entité biologique adsorbée (108). Le décalage entre les 
deux courbes d’affinité indique une plus grande affinité des antigènes avec la surface 
bioréceptrice. 
Ainsi, plus l’affinité de l’interaction est grande, plus l’EC50 est faible (46, 153). Pour 
les deux stratégies,  la constante d’affinité mesurée à 1.57.10-8 M pour la DSP-Ac sur la 
surface d'or est sensiblement inférieure à celle mesurée pour l’anticorps déposé seul à 
5.10.10-8M. Il se pourrait donc que l’utilisation du DSP permette une meilleure accroche des 
anticorps sur la surface d’or et que surtout elle permette une meilleure orientation de ces 
derniers. Ceci pourrait s’expliquer par une plus grande flexibilité de l’accroche des anti-corps 
sur la surface par l’intermédiaire du DSP. Dans ce cas, les antigènes interagiront plus 
facilement avec les anticorps augmentant alors leur affinité avec la surface bioréceptrice. 
On peut donc supposer que des liaisons de type covalentes (fortes) se soient formées 
avec la surface d’or ou avec le DSP et que l’interaction entre le DSP et les anticorps est 
sensiblement plus importante que celle de l’anticorps seul avec la surface d’or. L’intérêt 
principal de cet agent de couplage dans la fonctionnalisation est sa capacité à éviter la 
formation de plusieurs couches d’anticorps sur la surface d’or (66). La concentration pour 
atteindre la saturation avec le DSP est plus faible indiquant que le nombre d’anticorps qui se 
fixent est moindre. En effet, la concentration de saturation est plus faible pour Ac+DSP 
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qu'avec les Ac seuls. Au fur et à mesure qu’on augmente la concentration de solution 
d'antigènes injectée, la RU reste constante probablement du fait qu’il n’existe plus de site actif 
où l'anticorps pourrait s’accrocher. Ceci suggère qu’il s’est formé une monocouche 
d’anticorps au niveau des sites actifs du DSP conférant  plus de sensibilité au capteur et plus 
de spécificité pour les molécules cibles (73, 147). Il a été montré dans la littérature que pour 
améliorer l'orientation et l'attachement des anticorps, il est plus judicieux d'éloigner ceux-ci 
du support (116, 121, 147). Par contre, la concentration de DSP ou celle du solvant ne semble 
avoir d’influence sur l’efficacité de la fonctionnalisation de surface. Cette étude quantitative 
nécessite d'être approfondie.  
Cette étude nous permet de démontrer la faisabilité d’une telle stratégie impliquant 
l’accroche des anticorps par l’intermédiaire d’une molécule de couplage comme le DSP, 
formant ainsi une couche bioréceptrice spécifique qui ne formera des complexes stables 
qu'avec le seul antigène pour lequel il a une forte affinité. Cette couche pourrait ainsi 
constituer un bon outil pour la détection d’une protéine dans un milieu complexe (76, 178). 
Ces résultats confirment les études déjà réalisées sur la fonctionnalisation de surface qui 
préconisent d’attacher des groupes chimiques fonctionnels spécifiques  de façon covalente sur 
une surface pour améliorer les propriétés du matériau de détection. Le but ultime est d’utiliser 
ces fonctionnalités pour y conjuguer des molécules ayant les propriétés recherchées (peptides, 
protéines, etc.) pour des applications telles que le développement de biocapteurs (23, 78). 
 
4-1-3-2 Mesures DRES  
La molécule de DSP présente une double fonctionnalisation avec la surface d’or et 
l’anti-corps par l’intermédiaire de deux groupements chimiques formant des liaisons stables 
avec chaque composant : le premier groupe NH est réactif avec les groupements amines de 
l’anticorps et le second groupe thiol (ST) forme une liaison covalente avec l’or. Le DSP a une 
section efficace Raman faible et est non détectable par SERS. Ceci constitue un avantage car 
le spectre SERS du DSP n'interfère pas avec la signature spectrale des anticorps et des 
antigènes (76, 99, 113). 
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Figure 32 : Schéma de la réaction 
 
Ainsi le fait d’utiliser le DSP n’entraine pas une modification du spectre Raman de 
l’anticorps [6,21]. Si on compare les deux spectres sur la figure 31 (rouge correspondant Ac 
+DSP et noir correspondant à Ac), on constate qu’ils présentent les mêmes bandes de 
vibration. Nous pouvons donc en conclure que le spectre Raman observé correspond à celui 
de l’anticorps seul. Ceci indique également qu’il n’y a pas de modification structurale de 
l’anticorps lors de l’utilisation du DSP. La seule différence est la diminution de l’intensité des 
bandes Raman dans le cas du spectre rouge, ce qui indique la diminution du nombre de 
molécules d’anticorps immobilisés. D’autre part la distance plus importante qui sépare la 
surface d'or de l'anticorps avec le DSP peut jouer un rôle dans la diminution du signal Raman. 
Par la suite, il nous semble important d’explorer l'aptitude des anticorps couplés au DSP à 
rester stables (non dénaturés) après immobilisation sur la surface d'or. Le dépôt d’antigène sur 
la surface d'or et leur observation par DRES doivent être effectués au niveau de la zone 
sensible. Les informations obtenues permettraient de confirmer l’activité des anticorps pour 
les 2 stratégies. 
 
4-1-4 Conclusion 
Le DSP est une molécule bifonctionnelle qui a montré son efficacité par la formation 
d’une monocouche d’anticorps active pour la détection des antigènes. L’observation de leur 
signature spectrale montre également qu’il n’y a pas modification de leur conformation ou de 
leur structure. La sensibilité et la spécificité du biorécepteur ont ainsi été améliorées par la 
fixation de cet agent de liaison entre la surface d’or et l’anticorps. Cette molécule 
intermédiaire qu’est le DSP constitue donc un bon moyen de fonctionnalisation de surface.   
Cette méthode de fonctionnalisation de surface pourrait être utilisée pour détecter les 
interleukines en faibles concentrations. 
  75 
 
En perspective de ce travail, il nous semble important de poursuivre l'étude de la 
caractérisation structurale, chimique et moléculaire de l'anticorps pour étudier le mode de 
reconnaissance entre les molécules utilisées et les complexes formés. 
L'originalité et l'intérêt principal de cette technique est sans nul doute sa grande 
simplicité et sa rapidité de mise en œuvre, son coût peu onéreux, l’accès facile aux produits 
utilisés et surtout son potentiel élevé de détection spécifique des interleukines. Il peut 
constituer une alternative idéale à la technique ELISA. Mais le plus important pour nous en 
tant que praticien odontologiste est qu’il peut constituer un bon outil de diagnostic et de 
pronostic de la santé parodontale au cabinet dentaire avant et après la mise en œuvre de toute 
thérapeutique restauratrice. 
Malgré son intérêt la manipulation et la conservation du DSP reste délicate. Malgré le 
fait que les résultats soient reproductibles, l’agent de liaison (DSP) présentait 
malheureusement des modifications au cours de l’expérience et son activité diminuait avec le 
temps. Ces raisons nous ont poussé à changer de stratégie de fonctionnalisation.  Nous avons 
ainsi tenté d’utiliser des molécules permettant de réaliser des monocouches organisées et 
stables. 
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CHAPITRE V : PARTIE CLINIQUE : VALIDATION D’UN PROTOCOLE 
EXPÉRIMENTAL : DÉTERMINATION DU TAUX D’INTERLEUKINES IL6, IL8 
DANS LE FLUIDE GINGIVAL APRÈS LA POSE DE PROTHÈSE FIXÉE (PHASE 
PRÉ-TEST) 
  
Comme nous l’avons vu au chapitre II, un biocapteur complet se définit par 
l’association d’un transducteur et d’un biorécepteur. Lors du chapitre IV, nous avons abordé 
tout d’abord les différents travaux réalisés afin d’optimiser le biorécepteur. Dans notre cas, 
ceux-ci sont les immunoglobulines G spécifiques aux espèces exposées ici (le couple anti-
ribonucléase – ribonucléase). Ainsi, il convient de disposer d’un moyen d’immobiliser à la 
surface de ces capteurs les anticorps spécifiques des deux marqueurs de l’inflammation 
choisis. Les critères que nous souhaitons voir satisfaits par le biorécepteur sont la sensibilité et 
la spécificité. 
Au cours de ce chapitre, nous détaillerons les expériences conduites en vue de réaliser 
la détection d’interleukines dans le fluide gingival.  Nous effectuerons le suivi et l’étude des 
différentes étapes biochimiques grâce à la microbalance à quartz avec suivi de la dissipation. 
Nous détaillons ici la détection des deux marqueurs de l’inflammation (IL-6 et IL-8) 
recherchés dans le fluide gingival enfin de valider la sensibilité et la spécificité du 
biorécepteur par QCM-D. 
 
I- LE POURQUOI DE L’ÉVALUATION D’IL-6 ET IL-8 COMME MARQUEURS DE 
L’INFLAMMATION APRÈS POSE DE PROTHÈSE CONJOINTE 
La thérapeutique prothétique fixée peut constituer une situation à risque pour 
l’ensemble du parodonte et plus particulièrement le parodonte marginal. Ainsi lors des actes 
cliniques (de l’empreinte au scellement de la prothèse conjointe), l’environnement mucco-
gingival peut subir des agressions entravant de manière directe ou indirecte l’intégrité 
parodontale. L'expression de la maladie résulte de l'interaction entre les mécanismes de 
défense de l’hôte, des agents microbiens, de l'environnement et les facteurs génétiques. Les 
produits de dégradation des tissus, les enzymes présents dans le fluide gingival et la salive, 
sont des indicateurs de la réponse de l'hôte à l'agression microbienne qui engendre une 
augmentation quantifiable de ces molécules dans les fluides buccaux. La dégradation 
tissulaire provoque également le déversement de substances dans le fluide gingival (débris, 
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médiateurs de l'inflammation tels IL-1, IL-6, IL-8, TNF-α….), particulièrement dans les 
phases d'activité de la maladie. Le fluide gingival (acronyme en anglais GCF pour Gingival 
Crevicular Fluid) est un mélange complexe de substances rejetées dans le sillon gingival qui 
sont dérivés du sérum, des cellules hôtes et des bactéries orales (121, 171). Ce fluide est défini 
également comme un transsudat de tissus interstitiels produit par un gradient osmotique (137). 
Cependant, au cours de l'inflammation parodontale, le principal mécanisme de formation GCF 
devient exsudatif (2). Fait intéressant, les recherches antérieures ont montré que la quantité de 
GCF augmente au cours de la gingivite et de la parodontite (117). Dans des conditions 
normales, environ 3 l/heure de fluide est libéré dans le sillon gingival, alors que pendant la 
parodontite, jusqu'à 44 l/heure peuvent être libérés (60). Certains auteurs proposent un 
contrôle du volume du GCF comme un meilleur indicateur de l'inflammation gingivale dans 
les procédures cliniques standards (64). D’autres études montrent que seul le débit du fluide 
gingival semble augmenter au cours de l’inflammation gingivale cliniquement décelable, 
tandis que le volume du GCF semble être moins sensible à la condition clinique réelle (87, 
109). Au cours des dernières années, de nombreux médiateurs cellulaires et des enzymes du 
fluide gingival ont été étudiés pour leur valeur prédictive dans l’apparition de la maladie 
parodontale (54, 117). Parmi les nombreux médiateurs d’inflammation présents dans le fluide 
gingival, les cytokines semblent être impliquées aussi bien dans les changements dus à 
l’inflammation que dans la réparation des tissus parodontaux. Des études récentes ont montré 
que les cytokines jouent un rôle essentiel dans la pathogenèse des maladies parodontales et 
qu’ils peuvent être utilisés comme marqueurs diagnostic en comparaison des moyens 
classiques souvent incomplets tel que la radiographie et le sondage parodontal (57, 134).  
Les cytokines sont des macromolécules dont la fonction est de neutraliser l'infection, 
par des actions multifocales. Parmi les facteurs hormonaux qui influent sur les réactions 
immuno-inflammatoires au sein des tissus parodontaux, un rôle crucial est joué par les 
interleukines (IL)-6 et IL-8 (61, 91). 
 
II-PROTOCOLE EXPÉRIMENTAL 
2-1 Type d’étude :  
Il s’agit d’un pré-test basé sur une étude de cohorte prospective (étude pilote). 
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2-2-Population d’étude et échantillonnage  
Les sujets de l’étude sont ceux reçus en consultation dans le Service de Prothèse du 
Département d’Odontologie  de Dakar. La taille de l’échantillon pour ce pré-test est fixée à 4 
sujets. Les sujets éligibles sont âgés de 18 à 75 ans et sont porteurs de tout au plus 3 
couronnes prothétiques unitaires (céramo-métallique ou métallique) ou d’une prothèse 
partielle fixée ne dépassant pas 3 éléments. Ces prothèses unitaires ou partielles fixées sont 
mises en place depuis plus de 6 mois. 
 
2-2-1 Sélection des patients 
Les patients sont sélectionnés sur la base des critères suivants : 
 Etre en bon état de santé générale (absence de troubles systémiques 
prédisposant aux parodontopathies, cardiopathies, diabète, troubles de la crase 
sanguine diagnostiqués, hyperthyroïdie, désordre ou déficiences alimentaires, 
hérédité (hyperplasie gingivale héréditaire)  
 Ne pas être enceinte ni allaiter. 
 Ne pas prendre de médicaments tels que la phénytoïne ou 5,5-
diphénylhydantoïne, la ciclosporine (ciclosporine A) et les inhibiteurs 
calciques. 
 Ne pas avoir fait l’objet d’une antibiothérapie ou un traitement anti-
inflammatoire pendant les 3 mois précédant le prélèvement et durant toute 
l’étude.  
 n’avoir subi aucune thérapie parodontale au cours des trois (3) mois précédant 
l’étude (détartrage –surfaçage radiculaire, chirurgie et autres). 
 Ne pas être fumeur, adepte de l’alcool. 
a) Critères d’éligibilité 
 Avoir une occlusion fonctionnelle (absence d’égression ou d’articulé inversé, 
absence de forme sévère de bruxisme ou autres parafonctions) 
 Avoir au moins plus de 8 dents en bouche. 
 Ne pas être porteur de restauration prothétique partielle métallique ou fixée 
plurale > 3  
b) Critères de non inclusion du sujet 
 Incapacité ou refus de fournir des informations 
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 Addiction à la drogue 
 Retrait volontaire ou Perte de vue du patient 
 Donner son consentement éclairé écrit pour la participation à l’étude. 
2-2-2 Sélection du site de prélèvement 
a) Critères d’inclusion de la dent contrôle 
 Avoir une dent antagoniste et deux dents collatérales 
b) Critères d’inclusion de la dent test 
 Etre porteur d’une couronne céramo-céramique ou métallique (métal précieux, 
semi-précieux ou non précieux). Sous le terme de métal, nous sous entendons 
les alliages en nickel chrome, chrome cobalt qui sont les plus réalisés dans les 
laboratoires de prothèse dentaire du service Prothèse. 
 Avoir une dent antagoniste et  deux dents adjacentes. 
 Présenter un joint dento-prothétique étanche (vérification de l’état de surface 
du matériau par le passage du fil de soie dentaire ou frottement de la 
compresse) et une limite cervicale bien ajustée (test par le passage de la sonde 
17) 
 Présenter un parodonte intact sans signe de perte osseuse évidente 
(radiographie) 
 
c) Critères de non inclusion des dents 
 Présenter une mobilité dentaire supérieure au score 1 de l’indice de 
Mühlemann 
 Présenter des interférences occlusales 
 Présenter une lyse osseuse en cas de doute sur le diagnostic de la gingivite 
grâce à la radiographie rétro-alvéolaire. 
 Présenter des restaurations conservatrices (composite ou amalgame) type classe 
II et V de Black (dents contrôles) 
 Présenter une profondeur de sondage >3.5mm. 
 Présenter de grandes récessions parodontales >2mm 
 Etre une troisième molaire mandibulaire ou maxillaire  
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2-3 Examen clinique et phase d’assainissement 
Les patients susceptibles d’être inclus dans ce pré-test feront l’objet d’un examen 
bucco-dentaire complet afin de déterminer leurs besoins en soins. L'examen comprend une 
anamnèse, un status radiologique et un examen clinique. A la suite de l’examen, le patient est 
informé sur son état bucco-dentaire et un plan de traitement est proposé. Lorsque les 
conditions d’admission sont remplies, les patients éligibles et sélectionnés reçoivent une 
information détaillée sur les buts de l'étude, les avantages (dépistage de l’inflammation 
parodontale, prise en charge précoce, suivi clinique) et les effets secondaires possibles. Ce 
même profil de patient sera conservé pour la suite de l’étude. Un consentement éclairé écrit 
est alors signé par chaque patient. 
La phase d’assainissement qui comprend un détartrage-surfaçage radiculaire (DSR) le 
plus atraumatique possible au détartreur ultrasonique est suivie d’un enseignement à l’hygiène 
bucco-dentaire. Cette phase de soins peut éventuellement être prolongée par : des traitements 
de pulpopathies (traitements endodontiques), des traitements des caries (traitements 
conservateurs) ou des avulsions dentaires. 
Dans notre étude, aucun patient ne présentait de signes cliniques de l’inflammation 
gingivale visible. La gencive avait une apparence saine (Pas de poches parodontales ni de 
lésions osseuses décelable à la radiographie rétro alvéolaire). 
 2-4 La procédure de recrutement 
2-4-1  Le pré-test 
 On a effectué un pré-test sur 10 % du nombre total enquêté soit 4 personnes afin 
d’avoir une notion précise sur la compréhension des questions posées, permettant ainsi de 
reformuler certaines d’entre elles et de lever toute ambiguïté de sens. Ce pré-test nous permet 
également de bien cadrer le patient. Du fait d’un budget limité, seule une partie de 
l’échantillon a pu être analysé par le test ELISA. Dans cette partie de la thèse, ils seront 
exposés les résultats de l’analyse ELISA du pré-test. 
2-4-2 Déroulement de la partie expérimentale 
 a) Sites de prélèvements sélectionnés 
Les sites ciblés sont établis comme suit : 
• sur les sites de la dent test (mésiovestibulaire, distovestibulaire, 
mésiopalatin/lingual et distopalatin/lingual) porteur de la restauration 
prothétique unitaire fixée (couronne céramo-métallique et couronne coulée). 
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• Sur les sites de la dent contrôle (mésiovestibulaire, distovestibulaire, 
mésiopalatin/lingual et distopalatin/lingual). 
Ainsi dans le cas de prothèse conjointe unitaire, nous faisons 4 prélèvements au niveau 
du site test et 4 prélèvements également au niveau du site contrôle. Pour une prothèse 
conjointe plurale, le prélèvement du fluide gingival au niveau des sites tests se situait au 
niveau des dents bordant l’édentement (face vestibulaire, linguale ou palatine, distale d’un 
côté  et mesiale de l’autre coté). Ce qui comptabilise 6 prélèvements pour les sites tests et 4 
pour les sites contrôles. 
 b) Prélèvement du fluide gingival 
Le prélèvement du fluide gingival ne se fait qu’à compter du 21ème jour après la 
phase d’assainissement.  
Le site de la dent sur laquelle le prélèvement est fait, est isolé au moyen de rouleaux 
de coton.  
Une pompe à salive est utilisée pour éviter toute contamination des prélèvements par 
la salive. La plaque supra-gingivale est délicatement enlevée à l’aide d’une curette (Tu 
Friedy, Gracey, USA) ou par le passage délicat d’un insert à ultrasons et la dent est séchée 
légèrement à l’aide d’un jet d’air. Après un intervalle de 3 minutes, un strip de papier buvard 
(Bercy et Tenenbaum, 1996) type PerioPaper® (Oraflow Inc, Plainview, New York, USA) est 
inséré entre le col de la gencive marginale (face interne) et la face cervico-vestibulaire de la 
dent au niveau interproximal (en distal et en mésial) jusqu'à ce qu’une certaine résistance soit 
ressentie à 1-2 mm sous la gencive. Les bandes sont laissées en place pendant 30s puis 
retirées délicatement et transférées pour la détermination du volume qui est calibrée en 
utilisant des volumes connus de PBS (tampon phosphate salin).  
Dans le cas de prothèse conjointe unitaire, nous faisons 4 prélèvements au niveau du 
site test et 4 prélèvements également au niveau du site contrôle. Pour une prothèse conjointe 
plurale, le prélèvement du fluide gingival au niveau des sites tests se situe au niveau des dents 
bordant l’édentement (face vestibulaire, linguale ou palatine, distale d’un côté et mesiale de 
l’autre coté), ce qui comptabilise 6 prélèvements pour les sites tests et 4 pour les sites 
contrôles.   
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Figure 33 : Prélèvement du fluide gingival au niveau des dents témoins avec un papier 
buvard (PerioPaper) 
c) Extraction du fluide gingival 
Le strip de papier buvard de chaque site (test ou contrôle) de chaque patient est placé 
dans un tube eppendorf étiqueté contenant 600µl de PBS à pH 7,4 et conservé à -70°C. Après 
10s de vortex et 20mn d’agitation, les bandes sont retirées et les tubes eppendorfs centrifugés 
pendant 5mn à 5800g (microcentrifuge centromix II BL part No 7002357) trois fois de suite 
pour éliminer les débris de plaque et les éléments cellulaires. Les tubes eppendorfs contenant 
le fluide gingival dilué au PBS sont conservés ensuite à -70°C jusqu’à leurs analyses par test 
ELISA. 
2-5 Paramètres cliniques 
Le taux de plaque et la présence de saignement sont vérifiés avant chaque prélèvement 
de fluide.  
La plaque est révélée avec un colorant de plaque. Le saignement provoqué au niveau 
de la papille et au niveau de la fibromuqueuse gingivale est relevé après 15s. 
Les évaluations cliniques des conditions dentaires et gingivales de tous les patients 
sont réalisées par un seul examinateur calibré. Le nettoyage des surfaces dentaires (DSR) et le 
prélèvement de fluide sont réalisés par un parodontologiste. 
2-6 Cadre de l’étude 
L’étude a été menée au service de prothèse du département d’odontologie de la 
Faculté de Médecine, de Pharmacie et d’Odonto-stomatologie de l’Université Cheikh Anta 
Diop de Dakar (UCAD) sous la supervision du Pr Henri Michel Benoist (parodontologiste).  
Les phases d’extraction puis de conservation du fluide gingival ont été réalisées au 
laboratoire du Centre Hospitalier Universitaire Aristide Le Dantec de Dakar (Sénégal). La 
technique ELISA sera utilisée.  
PérioPaper Prélèvement en mésial Prélèvement en 
Vestibulaire 
Temps de Prélèvement 
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L’étude et la conception du biocapteur seront réalisées au sein de l’Unité de Chimie, 
Structures, Propriétés de Biomatériaux et Agents thérapeutiques (CSPBAT) de l’Université 
Paris XIII  dans l’équipe de Structures des Biomolécules et des Milieux Biologiques (SBMB) 
dirigée par le Pr Marc Lamy de la Chapelle. L’analyse quantitative du fluide gingival est faite 
grâce à la technique ELISA dans le Laboratoire de Réactivité de Surface (LRS) de 
l’Université Pierre et Marie Curie.  
2-7  Détermination des concentrations d’interleukines dans les  échantillons de 
fluide gingival 
Les concentrations des protéines pro-inflammatoires sont déterminées dans le fluide 
gingival par un dosage immuno-enzymatique utilisant la technique quantitative ELISA de 
type sandwich. Ce dosage permet entre autre de déterminer la concentration minimale de 
détection de ces protéines (LOD = limite of detection). 
2-7-1 Principe du test ELISA 
Les kits ELISA reposent sur le principe d’une réaction entre un antigène (molécule à 
doser) et un anticorps pour former un complexe antigène – anticorps. Le test ELISA utilisé 
dans ce travail est de type  "sandwich" : la couleur développée (activité enzymatique) est 
proportionnelle à la quantité de molécules à détecter présente dans l’échantillon (voir Figure 
34). A l’opposé, nous avons également utilisé le test ELISA type "compétition" directe ou 
indirecte. Dans ce cas, la couleur développée est inversement proportionnelle à la quantité de 
molécules à détecter présente dans l’échantillon. 
Le principe d’un test ELISA est quantitatif. Cela consiste à établir une courbe 
d’étalonnage avec des solutions contenant des concentrations connues d’antigènes. Le 
fabricant fournit une série de dilutions successives afin d’obtenir des concentrations finales 
d’un facteur de dilution 2 ou 3. 
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Figure 34 : Schéma d’un test ELISA par sandwich  
 
2-7-2 Méthodologie de la technique d’ELISA 
L'évaluation des taux d’IL- 6 et IL- 8 dans le fluide gingival a été effectuée par le test 
immunoenzymatique utilisant le kit ELISA IL-8/IL-6 humain (Human IL-8/IL-6 ELISA kits, 
thermoscientific, EH2IL-8), conformément aux instructions du fabricant. Des anticorps 
monoclonaux spécifiques des IL- 6 et IL- 8 ont été déposés sur une microplaque à 96 puits. 
Les plaques ont été lavées avec du PBS contenant 0,05% de Tween - 20 (Sigma - Aldrich, St. 
Louis, MO, USA) puis incubées pendant 1 h à température ambiante avec un tampon diluant 
pour bloquer les liaisons non spécifiques. Après un double lavage et tamponnement sur du 
papier absorbant, 100 µl d'échantillon dilué (50µl d’échantillon + 50µl tampon PBS à  Ph 7,4)  
a été ajouté dans chaque puits, puis incubé pendant 2 h à température ambiante. Après lavage 
des plaques, 100µl d'anticorps de détection biotinylé a été ajouté dans chaque puits. Ces 
deuxièmes anticorps vont se lier aux IL-6 et IL-8 capturées par le premier anticorps. Les 
plaques ont été ensuite incubées pendant 1 h, avant un double lavage supplémentaire. Par la 
suite, 100 µl de peroxydase de raifort (HRP) a été ajouté dans chaque puits suivi par une 
incubation pendant 30 minutes à température ambiante. Après un lavage supplémentaire, on a 
ajouté du 3,3’, 5,5'- tétraméthyl benzidine (TMB) de solution de substrat et les plaques ont été 
incubées à l'obscurité pendant 15 minutes. La réaction a été stoppée par l'addition de 100 ml 
de 2 acides sulfuriques, et l'absorbance (l’intensité de la couleur ou densité optique) à 450 nm 
et 560 nm a été mesurée dans les 30mn suivant la fin de la réaction grâce à un 
spectrophotomètre. Une courbe standard d’étalonnage a été préparée en traçant la 
concentration de l’IL-6 (normes 300, 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,12 et 0 pg / ml) ou la 
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concentration de l'étalon IL- 8 (1006 ; 483 ; 271,3 ; 122,1 ; 56,3 ; 22,7 ; 10,9 et 0 pg / ml) en 
fonction de l’intensité optique mesurée et la concentration de l'IL- 6 ou IL-8, respectivement, 
ont été déterminées dans les échantillons de fluide gingival des patients. Les tests ELISA ont 
été analysés en double ; les valeurs moyennes ont été utilisées pour calculer les montants 
totaux et les concentrations de chaque cytokine.  
2-7-3 L’analyse statistique  
Nous avons utilisé le logiciel EPI info pour comparer les moyennes mesurées avec un 
seuil de 0,005 (voir tableaux III et IV). 
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Figure 35 : Séquences des étapes de la technique ELISA type sandwich 
 
 
  
Figure 36 : Puits colorés après test ELISA _IL-6 sur tous les échantillons 
 
 
Figure 37 : Plaque ELISA_IL-8 sur plusieurs échantillons :T1, 
T2,T3,T4,C1,C2,C3,C4,T5,T6,T7,T8,C5,C6,C7,C8 
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† = Statistiquement significatif 
††= très statistiquement significatif 
Tableau III : Tableau récapitulatif représentant les valeurs des 
concentrations, des moyennes, de l’écart type (SD) et de la variance entre les 
sites tests et les sites contrôles ainsi que le t (test) et le p(value) de l’IL-6. 
 
Tableau IV : Tableau récapitulatif représentant les valeurs des 
concentrations, des moyennes, de l’écart type (SD) et de la variance entre les 
sites tests et les sites contrôles ainsi que le t (test) et le p(value) de l’IL-8 
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2-7-4 Résultats et discussions 
La présente étude a évalué 20 sites porteurs de restaurations prothétiques fixées 
unitaires ou plurales (sites contrôles) et 20 sites témoins (dents exemptes de restaurations 
prothétiques). Dans tous les échantillons analysés, il y avait la présence des interleukines IL-6 
(p< 0,005) et IL-8 (p<0,005). Les concentrations des interleukines sont présentées en pg/ml. 
Nous avons observés une grande fluctuation des concentrations au niveau des différents sites. 
Ainsi, les concentrations de l’IL-8 peuvent aller de 0 à 686 pg/ml. Les résultats ont montré 
que les concentrations moyennes en IL-8 dans le fluide gingival sont significativement plus 
élevées dans les sites tests que dans les sites contrôles. A l’inverse, pour les concentrations 
moyennes en IL-6, on ne note pas une différence significative entre les sites contrôles et les 
sites tests. Cependant, elles sont sensiblement plus élevées au niveau des sites tests. 
L’observation clinique a montré qu’aucun patient ne présentait de signes cliniques de 
l’inflammation gingivale visible. La gencive avait une apparence saine.  Nous n’avons pas 
observé de  poches parodontales ni de lésions osseuses décelable à la radiographie rétro 
alvéolaire. Les concentrations d’interleukines (IL-6 et IL-8) ne sont pas corrélées à l’âge du 
patient ou à son sexe. La corrélation entre la position de la dent restaurée n’a pas été 
effectuée. 
L'IL-8 étant une cytokine de faible poids moléculaire. Elle semble être responsable de 
l'induction et du maintien de l'inflammation localisée. Nous émettons l'hypothèse que la 
production locale d'IL-8 joue un rôle central dans l'inflammation chronique de la parodontite 
en régulant le recrutement et l'activation de leucocytes dans les tissus gingivaux.   
Ce taux d’IL8 élevé dans les sites expérimentaux semble confirmer que la restauration 
prothétique fixée favoriserait la présence d’IL-8 dans les cellules de la gencive, provoquant 
ainsi une accumulation locale de neutrophiles. Dans des conditions normales, la présence 
d’IL-8 contribue à ce que les neutrophiles éliminent les bactéries infectieuses, alors qu’une 
libération excessive d’IL-8 provoque une hyperactivité des neutrophiles conduisant à une 
destruction des tissus (169). Ces résultats peuvent s’expliquer par ailleurs du fait que la 
susceptibilité à la parodontopathie et la sévérité de la réaction inflammatoire sont une 
conséquence du niveau de la réponse immunitaire du malade aux bactéries pathogènes. 
L'interaction entre les produits bactériens et les tissus parodontaux se manifeste par 
l'expression de molécules d'adhésion et la production de cytokines pro-inflammatoires. Les 
neutrophiles sont amenés à franchir ainsi la barrière endothéliale vers les tissus affectés et 
dans le sulcus en franchissant l'épithélium de jonction. 
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Chung et al. suggèrent que l'absence d'une relation directe entre l'IL-8 et le 
recrutement des polymorphonucleaires (PMN) peut caractériser les personnes à risque dans la 
progression de la parodontite, tandis que dans une autre étude, aucune différence significative 
du taux d’IL-8 dans le fluide gingival n’a été montrée entre des sujets présentant une 
parodontite juvénile localisée et des sujets sains. Par contre, l'augmentation du taux d'IL-6 et 
IL-8  semble  bien corrélée à la réaction inflammatoire (169, 170). Elles sont toutes les deux 
présentes dans les tissus parodontaux sains et leurs taux augmentent considérablement en 
présence d’inflammation gingivale. Cette affirmation semble être plus appropriée pour l’IL-8 
que pour l’IL-6.Une étude in vitro a montré que le nickel stimule la production d'IL-8 par les 
neutrophiles humains en fonction de la teneur en nickel des alliages de restaurations 
prothétiques. Des traumatismes peuvent également être induits par des agressions physiques 
lors de différentes étapes de la préparation ou encore suite à une irritation de la gencive 
marginale due au relargage ionique de l’alliage nickel-chrome de la couronne provoquant, 
semblent-il, une sécrétion des IL-8.  Bien que des concentrations élevées d'IL-8 soient 
considérées comme un facteur anti-inflammatoire qui montre des changements dynamiques 
en fonction de la sévérité de la maladie parodontale, l'analyse du taux de cytokines dans le 
fluide gingival peut aider à détecter des lésions inflammatoires à un stade précoce qui, 
autrement, peuvent être cliniquement silencieuses (80, 169). Quant à IL-6, une importance 
particulière est la capacité de l'IL-6 à induire la résorption de l'os, à la fois par lui-même et en 
combinaison avec d'autres agents de résorption osseuse (182). Cette information peut 
expliquer le faible taux des IL-6 présents dans nos échantillons.  
Comme énoncé plus haut, il s’agit dans un premier temps de mettre en évidence la 
présence ou non de ces cytokines dans nos échantillons. Le but est de valider notre protocole 
de fonctionnalisation avec un capteur sensible et spécifique DRES. 
 
III- DÉTECTION DES INTERLEUKINES IL-8 ET IL-6 VIA LE BIORECEPTEUR 
ANTI-IL MUA/MOH PAR LA MÉTHODE DE LA QCM  
1 -Formation de monocouches auto assemblées mixtes MUA/MOH sur les 
surfaces d’or 
Le même protocole de fonctionnalisation que celui décrit au chapitre IV a été appliqué 
pour former la monocouche auto-assemblée mixte. Celle-ci est donc constituée d’un mélange 
d’acide 11-mercapto-undecanoïque (MUA) et de 6-mercapto-1-hexanol (MOH), qui viennent 
se structurer directement sur la surface d’or, avec un rapport de concentration 1:3. 
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2 -Greffage de l’anticorps anti-IL-6 et anti-IL-8 
L’étape suivante consiste à venir remplacer les groupements carboxyliques des chaines 
carbonées du MUA par des fonctions succinimides, qui constituent des sites réactifs pour les 
fonctions amines des anticorps, favorisant ainsi le greffage de ces derniers. Cette étape dite 
d’activation de la monocouche est réalisée par injection d’une solution NTS (N-
TydroxySuccinimide) et d’EDC (NEthyl-N’-(3-Dimethylaminopropyl) Carbodiimide). Enfin, 
l’injection des anticorps spécifiques aux espèces biologiques à détecter complète la formation 
de la couche bioréceptrice sur la surface d’or. 
Etant donné qu’une concentration de 70 μg/ml d’anti-corps a été choisie comme 
concentration optimale permettant la saturation de la surface d’or (voir chapitre IV), on peut 
raisonnablement penser qu’à cette même concentration, on obtienne une fixation homogène et 
régulière des anticorps spécifiques sur la surface. 
Notons toutefois qu’à la fin de l’accrochage des anticorps, une injection 
d’éthanolamine à 1M vient saturer les groupements succinimides encore actifs qui n’auraient 
pas réagi à un anticorps, ceci afin d’éviter les interactions non-spécifiques entre les espèces 
biologiques à détecter et la monocouche assemblée mixte. 
Les surfaces d’or de puces de quartz sont alors rincées avec une solution tampon et 
introduits dans les chambres fluidiques de la QCM-D à deux cellules. Le débit d’injection 
reste 10 μl/min. On injecte ensuite du tampon PBS car les anticorps sont préparés dans des 
solutions diluées au PBS  et il est nécessaire de discriminer les variations de fréquence de 
résonance du quartz dues au changement de tampon de celles dues à la fixation des anticorps. 
Après stabilisation du signal, les anticorps spécifiques aux espèces biologiques à détecter sont 
injectés. Une fois que la stabilisation consécutive du signal est atteinte, il ne reste à bloquer 
les sites de la monocouche auto-assemblée mixte n’ayant pas réagi avec les anticorps (de par 
l’existence du phénomène d’encombrement stérique) avec un groupement passivant. Cette 
saturation est assurée avec l’injection d’une solution très concentrée d’éthanolamine à 1M 
pendant 15 min. 
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Figure 38 : Courbe du suivi de la fréquence de résonance en fonction du temps 
représentative de l’immobilisation de l’anti-IL8 de concentration 70µg/ml sur un quartz 
fonctionnalisé par une monocouche auto-assemblée mixte MUA/MOH  
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Figure 39 : Courbe du suivi de la fréquence de résonance en fonction du temps  
représentative du greffage de l’anti-IL6 de concentration 70µg /ml sur un quartz fonctionnalisé 
par une monocouche auto-assemblée mixte MUA/MOH   
 
Les courbes de variations de fréquence obtenues pour une concentration d’anticorps 
anti-IL8, IL-6 sont présentés sur les figures 39 et 40 respectivement. Elles attestent d’une 
occupation complète des molécules carboxyles libres activées de la monocouche auto-
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assemblée mixte sur le quartz. La stabilisation de la fréquence de résonance observée avant 
l’injection de l’éthanolamine atteste d’une saturation de la surface de quartz fonctionnalisée. 
Les variations de fréquence pour l’IL-6 et IL-8 observées sont respectivement de 22 Hz et 45 
Tz. Cette différence de réponses de la fréquence est due à la réactivité plus accrue de l’IL-8 
par rapport à l’IL-6. Les variations obtenues pour l’adsorption des anticorps anti-IL sont de 
plus très reproductibles. 
 
3 -Analyse par QCM-D  
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Figure 40 : Courbe du suivi de la variation de la fréquence de résonance en fonction du 
temps pour la reconnaissance de l’IL-8 par l’anticorps spécifique. 
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Figure 41: Courbe du suivi de la variation de la fréquence de résonance en fonction du 
temps pour la reconnaissance de l’IL-6 par l’anticorps spécifique. 
 
Ces courbes (figures 40 et 41) permettent  d’attester de la détection spécifique de l’IL-
8 puis de l’IL-6  à partir de la concentration 1,3µg/ml. Nous n’observons pas de variation 
significative à la première injection. Nous constatons une faible variation de la fréquence de 
résonance de -1 hertz pour IL-8 alors que pour IL-6 nous avons -0,5 hertz. Nous remarquons 
que pour les interleukines détectés par ce protocole aux mêmes concentrations seuils que dans 
le cas du protocole de fonctionnalisation des surfaces d’or utilisant le couple modèle. En 
1600s, les décalages en fréquence de résonance cumulés sont presque égaux. On peut donc 
déduire qu’il y’a une reconnaissance  des interleukines spécifique et sensible sur la surface 
d’or fonctionnalisée malgré leur faible poids moléculaire. Ainsi, nous avons détecté les 
interleukines de manière spécifique pour une concentration seuil de 1 μg/mL. 
  Nous pouvons ainsi déduire que le protocole de fonctionnalisation des surfaces d’or 
par une monocouche auto-assemblée mixte (MUA/MOH) présente des avantages en termes de 
réduction des interactions non-spécifiques et de temps d’application du protocole assez court. 
Ces deux raisons nous incitent à le qualifier comme protocole optimal de fonctionnalisation 
des surfaces d’or de notre futur capteur. Ce protocole permet ainsi une détection spécifique 
tout en  maximisant le nombre de sites de réaction antigénique (paratopes) présentés au milieu 
réactionnel par une aération des sites d’accrochages. 
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IV DÉTECTION DES INTERLEUKINES IL-6 ET IL-8 PAR CAPTEUR DRES 
 Ces travaux devraient aboutir dans un futur proche à la mise au point d’un biocapteur 
DRES dans le but d’obtenir une détection hautement sensible de petites molécules dans un 
milieu physiologique. L’optimisation de la couche bioréceptrice sensible est un point central 
dans la conception du capteur DRES. Tout l’enjeu réside alors dans cette étape afin 
d’augmenter la performance du capteur. Notre objectif est donc d’appliquer ce protocole de 
fonctionnalisation de surface aux nanostructures des capteurs DRES pour l’appliquer à la 
détection des interleukines dans les fluides gingivaux. 
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CONCLUSION GÉNÉRALE 
 
L'étude menée à travers ce manuscrit s'inscrit dans le domaine plus vaste des 
biocapteurs. Elle a été réalisée dans le cadre d'une action concertée, regroupant plusieurs 
laboratoires aux compétences complémentaires. Le but de cette recherche était de répondre 
aux besoins d'outils de diagnostic des pathologies humaines en général et plus 
particulièrement de diagnostic précoce et de pronostic de l’inflammation gingivale après la 
pose d´une prothèse fixée. 
Ce travail vise ainsi l'application de méthodes de détection optique au domaine 
biomédical avec pour objectif la conception d’un biocapteur SERS permettant de mettre en 
évidence de façon rapide, précoce et non invasive la présence de protéines marqueurs de 
l’inflammation parodontale dans le fluide gingival.  
Deux voies ont été ainsi explorées dans la conception d’un biocapteur sans marquage. 
En tout premier lieu, des nanobâtonnets d’or (GNRs) connus pour leurs propriétés otiques 
particulières (Chapitre III) ont été utilisés. Ces derniers présentent une chimie de surface qui 
leur permet d’établir une liaison forte avec des protéines présentes dans le milieu à analyser. 
Les solutions de nanobâtonnets d’or stabilisés par une bicouche de CTAB mélangés aux 
solutions de protéines ont été caractérisées par spectroscopie d’extinction. Il a été démontré 
tout d’abord que ces GNRs permettaient de détecter la présence de protéines biologiques dans 
un milieu donné et que la sensibilité de ce capteur LSPR était définie sur un intervalle de 
concentrations allant de 10-10M à 10-8M. Malheureusement, la stratégie utilisant les GNRs 
comme capteur pour la détection de protéines ne semble pas pertinente. Ainsi, certains 
paramètres (pH du milieu, point isoélectrique, équilibre acido-basique superficiel, etc.) ont 
une influence avérée sur l’interaction des protéines avec les GNRs et restent difficiles à 
contrôler pour améliorer la spécificité et la sensibilité de ce type de capteur. Toutefois, il 
demeure important que l’étude de l’interaction entre les protéines et les GNRs soit 
approfondie. Des facteurs tels que la stabilité, le stockage et la sensibilité de ce type de 
biocapteur peuvent être encore améliorés. A court terme, cet axe de  recherche devra se 
focaliser sur la nature des interactions entre la protéine et les GNRs dans un milieu donné. 
Dans un second temps, nous avons abordé une autre voie utilisant des biorécepteurs 
dans la détection des protéines. L’objectif de cette partie était la mise au point d’un protocole 
de fonctionnalisation de la surface des nanoparticules d’or dans le but de détecter ces 
molécules. Cette fonctionnalisation permet alors l’accroche des protéines sur la surface d’or. 
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Ce protocole devrait aboutir à  la conception d’un biocapteur ultra-sensible et ultra-spécifique.  
La liaison entre l’anticorps et la surface d’or a été réalisée par deux méthodes : soit grâce à 
l’utilisation d’un ligand le DSP ou soit par l’intermédiaire d’une monocouche auto-assemblée 
(SAM). Il s’agissait alors de démontrer l’influence de l’utilisation d’une monocouche auto-
assemblée (simple ou mixte) sur la détection d’espèces biologiques. Une SAM mixte 
MUA/MOH et une SAM simple PEG ont été tour à tour utilisés. Les résultats ont été 
présentés sous forme de comparaison entre le PEG et le SAM mixte. Afin d’éviter des 
adsorptions non spécifiques dues à un trop grand nombre de motifs carboxylates à la surface 
de l’or, un assemblage de thiols mixtes a été préféré. Ainsi nous avons démontré de manière 
préliminaire la capacité de bioreconnaissance quantitative des anticorps vis-à-vis d’une 
protéine modèle, la ribonucléase A, en milieu liquide et en temps-réel par QCM, SPR et 
mesure d’angle de contact. Dans un deuxième temps, nous avons montré par QCM-D la 
spécificité du biorecepteur pour la reconnaissance biologique de l’interleukine 6 (IL-6) par 
anti-IL-6 et de interleukine 8 (IL-8) et anti IL8 que nous avons validé. Ce chapitre constitue 
ainsi la validation du protocole de fonctionnalisation d’une surface en or utilisant une SAM 
mixte MUA/MOT couplée à un greffage d’anticorps. Cette construction du premier édifice du 
biocapteur que nous avons mis au point devrait permettre d’offrir une solution rapide et peu 
onéreuse au diagnostic précoce de l’inflammation parodontale en thérapie prothétique.  
L’étape suivante était l’étude de l’interaction de ce biocapteur avec le fluide gingival 
prélevé dans le sulcus des dents puis l’évaluation de son efficacité dans le temps. La dernière 
partie de ce travail de recherche (partie clinique) était ainsi axée sur les différentes étapes 
cliniques permettant de quantifier les interleukines du fluide gingival grâce à l’analyse 
ELISA. Ce test de référence nous permettait de partir du connu pour aboutir à l’inconnu. Les 
résultats encourageants obtenus permettent d’envisager des analyses plus approfondies 
notamment dans la conception du biocapteur SERS. La variété des biocapteurs sans marquage 
offre des possibilités intéressantes de détection de biomolécules dépendant du type de 
molécules à détecter. 
Les travaux présentés dans ce manuscrit dont le point marquant reste la mise au point 
et la validation d’un protocole de fonctionnalisation de la surface des nanoparticules d’or 
constituent une première étape d'un vaste projet de recherche. Il reste cependant à affiner 
l'étude théorique, à finaliser le biocapteur et à effectuer une campagne de mesures 
expérimentales dans notre pratique quotidienne au cabinet dentaire qui viendra valider l'étude 
menée sur la sensibilité du biocapteur. Il sera alors possible d’envisager l’architecture du 
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biocapteur qui puisse être intégré au fauteuil dentaire ou présenté sous forme de kit. Il va sans 
dire que les possibilités diagnostiques offertes par un tel biocapteur permettent des 
applications très larges dans les domaines médicaux et même environnementaux. 
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détection de protéines pro-inflammatoires dans le fluide gingival. 
Thèse 3ème cycle: Chir. Dent. Dakar, n° … [SI] ; [Sn], 2015 [140 pages], ill., 21x29, 5 cm 
 
 
RUBRIQUE DE CLASSEMENT : PROTHESE                                      N° 43.63.15.02 
 
 
Résumé : 
Introduction. Le contexte de ce travail est le développement d’un capteur visant à détecter 
des protéines pro-inflammatoires (interleukines : IL-6, IL-8) dans le fluide gingival après pose 
d’une prothèse unitaire fixée. La détection de ces protéines en faible concentration sera 
assurée par des phénomènes physiques. Or, ces protéines ne se fixent pas directement sur  la 
surface du capteur et il devient nécessaire de fonctionnaliser la surface. Ce travail préliminaire 
porte sur la validation du protocole de fonctionnalisation de surface. 
Matériels et méthodes : Plusieurs stratégies de fonctionnalisation ont été explorées les unes 
après les autres. Dans un premier temps, l’utilisation des nanobâtonnets d’or ou GNRs utilisés 
comme capteur sans marquage. L’interaction entre les protéines modèles et les GNRs ont été 
caractérisé par UV-vis. Dans un second temps,  le protocole de fonctionnalisation consiste à 
accrocher  directement les anticorps monoclonaux sur des surfaces d’or ou par l’intermédiaire 
d’une monocouche auto-assemblée simple (PEG ou DSP) ou mixte (MAU /MOH). Ce 
protocole a été caractérisé par QCM, SPR et PM-IRRAS et RAMAN.  
Résultats et conclusions : Les résultats trouvés avec les GNRs sont encourageants et méritent 
d’être approfondis d’une part et d’autre part les travaux de fonctionnalisation sont plus 
concluants. Ils ont permis de valider un protocole de fonctionnalisation d’une surface or par 
une monocouche auto-assemblé mixte couplé au greffage d’anticorps. Ce procédé est plus 
efficace car la sélectivité et la sensibilité du capteur est plus importante. Ce biocapteur une 
fois conçu, permet un champ d’application très large en recherche fondamentale et clinique et 
peut être un nouvel outil diagnostique et pronostique au cabinet dentaire. Il constitue une 
alternative idéale au test d’ELISA. 
  
Mots-clés : Biocapteur, interleukines, prothèse fixée, fluide gingival, inflammation,  
monocouche auto-assemblée 
 
MeSH: biosensor, interleukins, fixed prosthesis, fluid gingival inflammation, self-assembled 
monolayer 
 
